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PREAMBULE

La greffe allogénique de cellules souches hématopoictiques (allo-CSH) est une thérapie curative
couramment utilisée dans le traitement des patients atteints d’hémopathies malignes ou non
malignes[1]. Dans le cadre d’hémopathies malignes, I’efficacité anti-tumorale de 1’allo-CSH
repose a la fois sur un effet cytoréducteur li¢é au conditionnement (radiothérapie et/ou
chimiothérapie) et sur un effet immunologique li¢ a la reconnaissance et a la destruction par les
cellules immunitaires du donneur des cellules tumorales du receveur : effet du greffon contre la
leucémie (GVL « graft versus leukemia »)[2]. Cette procédure d’immunothérapie anti-tumorale
peut également s’accompagner d’une réaction immunologique adverse liée a la reconnaissance et
a la destruction des tissus et organes du receveur par les cellules du donneur : la maladie du greffon
contre I’hote (GVHD « graft versus host disease »). La GVHD représente la complication majeure
de I’allo-CSH et est associée a une morbi-mortalité¢ importante[3]. Elle constitue ainsi un obstacle
a I’¢largissement des indications d’allo-CSH. Dans ce contexte, les protocoles de recherche
clinique s’emploient depuis des années a optimiser les plateformes d’allo-CSH afin de stimuler les
effets de GVL sans induire de GVHD. Historiquement, les greffes réalisées a partir de donneurs
apparentés compatibles (MSD) ont permis d’obtenir les meilleurs résultats au regard des taux de
survie et de GVHDJ[1]. Cependant, la disponibilité de ces donneurs est limitée. En 'absence de
MSD, l'utilisation de donneurs non apparentés compatibles (UD), issus de registres internationaux,
constitue 1’alternative traditionnelle. Le développement récent de nouvelles techniques permettant
I’utilisation de donneurs apparentés partiellement compatibles, appelés haplo-identiques (HRD),
pose la question de la hiérarchie du choix du donneur en 1’absence de MSD. Ainsi, I’objectif
général de ce travail de theése était d’analyser 1’expérience récente du développement de la greffe
haplo-identique (haplo-SCT) au centre de lutte contre le cancer de Marseille (Institut Paoli-
Calmettes).

15



PARTIE A - INTRODUCTION GENERALE

I - GREFFE ALLOGENIQUE DE CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIQUES

1-1 - Définition

L’allo-CSH est une thérapie efficace et curative pour de nombreuses hémopathies, malignes et non
malignes. Elle est basée sur I’administration au patient d’un conditionnement par irradiation
corporelle totale et/ou par chimiothérapie, suivie par 1’injection d’un greffon de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) allogéniques. Historiquement, le role du conditionnement était triple :
I’éradication des cellules tumorales de I’hémopathie sous-jacente, un role immunosuppresseur afin
de prévenir le rejet du greffon, et enfin, la destruction des CSH du receveur (myéloablation) afin
que les CSH du donneur puissent s’implanter. Initialement, le greffon était utilisé comme
traitement de support au conditionnement myéloablatif nécessaire a la récupération
hématopoiétique, 1’efficacit¢ anti-tumorale de [I’allogreffe reposant sur la cytotoxicité du
conditionnement. La réalit¢ d'un effet anti-tumoral GVL a été établi il y a trois décennies[2]
permettant progressivement le développement de conditionnements de toxicité réduite (non
my¢éloablatif) et 1’¢élargissement des indications. Aujourd’hui, 1’allo-SCT est utilisée comme

principale forme d’immunothérapie allogénique adoptive anti-tumorale.

1-2 - Histoire

L’histoire de ’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques est résumée dans la figure 1. En
1939, Osgood et al. ont rapporté la premicre tentative de transfusion de moelle osseuse pour traiter

un cas d’aplasie médullaire[4].
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Figure 1 : Histoire de 1’allo-CSH, Appelbaum et al. NEJM, 2007.
s Aprés-guerre : Découvertes précliniques

Les événements nucléaires au Japon et la crainte d’une guerre atomique ont stimulé les travaux sur
les effets biologiques de I’irradiation, et permis des avancées indispensables au développement de
I’allogreffe de moelle. Ainsi, en 1949, Jacobson et al. ont montré chez la souris que la
radioprotection du tissu permettait de prévenir la myélosupression induite par une irradiation
corporelle totale (ICT)[5]. Lorentz et al. ont rapporté que la transfusion de cellules de rate ou de
moelle osseuse apres I’ICT permettait d’obtenir le méme effet[6]. Des 1956, Barnes et al. ont fait
I’hypothése d’une efficacité thérapeutique de 1’allogreffe de moelle osseuse. Leurs travaux ont mis
en évidence dans un modele murin qu’une ICT suivie de 1’administration intra-veineuse (IV) de
moelle osseuse permettait de traiter une leucémie[7]. Thomas et al. a Seattle ont réalisé les
premicres transplantations de moelle osseuse chez le chien aprés ICT et ont posé les bases de
procédures cliniques de greffes de moelle osseuse[8]. Cette période a également été marquée par

la description, lors de I’utilisation de moelles allogéniques, d’une complication appelée a 1’époque
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« seconde maladie », identifiée aujourd’hui comme étant la GVHD.

*

< 1957 - 1970 : Premiers essais cliniques

En 1957, Thomas et Ferrebee ont décrit une nouvelle approche radicale du traitement du cancer,
basée sur une ICT suivie de la perfusion intraveineuse de moelle osseuse. L'article a rapporté
I’expérience de six patients. Bien que les transfusions n’aient pas été accompagnées d'effets
indésirables graves, seuls deux patients ont eu des greffes de moelle transitoirement détectables, et
aucun n'a survécu au-dela de 100 jours[9]. Les premiceres preuves cliniques de 1’intérét d’une
transfusion de moelle osseuse apres ICT pour permettre la reconstitution hématologique ont été
apportées par la méme équipe 2 ans plus tard, a partir d’un modele de greffe syngénique[10]. Ainsi,
deux patients atteints de leucémies aigiies lymphoblastiques (LAL) ont bénéficié d’une greffe de
moelle osseuse aprés une ICT a partir d’'un donneur gémellaire, permettant la reconstitution
hématologique mais n’empéchant pas le déces par rechute. La méme année, en France, Georges
Mathé a rapporté ’utilisation d’une greffe de moelle osseuse chez 6 patients yougoslaves victimes
d’accidents d’irradiation ayant permis la reconstitution hématopoiétique et la survie de 4 d’entre
eux [11]. En 1965, Mathé et al. ont été les premiers a décrire des prises de greffes allogéniques a
long terme, se traduisant par un chimérisme, une tolérance et une efficacité anti-leucémique[12].
Entre 1960 et 1970, les tentatives d’allogreffes de moelle osseuse se sont multipliées en Europe et
aux Etats-Unis. Ainsi en 1970, Bortin et al. ont rapporté une série de 203 greffes réalisées entre
1958 et 1968. Cependant, seuls 3 patients étaient toujours vivants lors de la publication, les déces
étant causés par 1’échec de prise de greffe, la GVHD ou la rechute[ 13]. Ces résultats ont ralenti les
développements cliniques de la greffe de moelle, et souligné les problémes de compréhension des

systemes de compatibilité entre donneur et receveur.
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< 1958 : Découverte du systéme HLA

La découverte en 1958 du systeme des antigénes des leucocytes humains (HLA) par le Professeur
Jean Dausset (Prix Nobel de médecine en 1980) a progressivement permis de définir la
compatibilité entre donneurs et receveurs[14]. Ainsi, 1’utilisation de donneurs apparentés HLA
identiques a permis de diminuer le risque de rejet et de GVHD. En 1986, ayant I’assurance que les
techniques biologiques étaient désormais en mesure d’établir une compatibilit¢ immunologique
fiable entre donneur et receveur, et fort du succés du réseau « France-Transplant » dédi¢ aux
activités de greffe d’organes, Dausset a fondé I’association « France Greffe de Moelle ». Elle aura
pour finalité de coordonner I’activité de I’ensemble des acteurs de la greffe de moelle en constituant
notamment un fichier centralisé des donneurs et permettra ainsi le développement des greffes non

apparentées HLA compatibles (UD « unrelated donor »).
s 1970 - 2000 : Progres des traitements immunosuppresseurs et des conditionnements

Parallelement aux avancées dans la compréhension des reégles immunologiques régissant la
compatibilité des greffes de moelle, la poursuite des travaux dans les modéles animaux a permis
d’améliorer les stratégies d’allogreffe. L utilisation de médicaments immunosuppresseurs a permis
de diminuer I’incidence de GVHD. Ainsi, Storb et Thomas ont montré dans un modéle canin
I’intérét d‘administrer du méthotrexate apres greffe pour la prévention de la GVHD[15]. Santos et
al. ont également rapporté dans un modele murin que 1’utilisation de cyclophosphamide dans le
conditionnement permettait de renforcer I’immunosuppression en paralléle de la myélosuppression
de I’'ICT[16]. Ils ont €¢galement été les premiers a proposer 1’utilisation du busulfan (agent alkylant)
dans les conditionnements en remplacement de I'ICT afin de diminuer la toxicit¢ de la
procédure[17].
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I-3 - Principes

Les principales étapes de 1’allogreffe sont résumées dans la figure 2. L’indication d’allogreffe
dépend des caractéristiques de la maladie (1). Le bilan de faisabilité tient compte de 1’état général
du patient, de 1’age et/ou de D’existence de comorbidités (Score de Sorror ou HCT-CI
« hematopoietic cell transplantation comorbidity index ») (2). L’identification d’un donneur
constitue 1’étape critique préalable a la mise en place de la procédure. Une fois le patient qualifié
et le donneur recruté, I’allo-CSH débute par I’administration d’un conditionnement par ICT et/ou
chimiothérapie (3) suivie par la réinjection du greffon (4). Il s’ensuit une période d’aplasie plus ou
moins prolongée selon I’intensité du conditionnement, le type de donneur et la source cellulaire.
Des soins de supports permettent de lutter contre les complications immédiates liées a la
chimiothérapie : prophylaxie et traitement des infections ; supports transfusionnels et nutritionnels.

(5) En parall¢le, un traitement immunosuppresseur est initi¢ afin de prévenir le rejet du greffon et

la survenue de la GVHD.
Conditionnement Traitements de supports
et immunosuppresseurs
v v v v v =
J6 )5 )4 J3 )2 J100
1
Comorbidités
2

Figure 2 : Schéma des principales étapes de I’allogreffe
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1-4 - Indications

En 2016, le rapport annuel d’activit¢ de ’EBMT (European Society for Blood and Marrow
Transplant) totalisait 17 641 transplantations allogéniques réalisées par 679 équipes dans 40 pays
européens et 9 pays affiliés[18]. Les proportions relatives des indications d’allo-CSH sont
résumées dans la figure 3. Les hémopathies myéloides représentaient les principales causes de
greffes allogéniques (55%) : leucémie myéloide aigiie (AML) (38%) ; syndrome
my¢lodysplasique (MDS/MPN) (11%) ; néoplasies myé¢loprolifératives (MPN) (4%). Les
hémopathies lymphoides constituaient 28% des indications, notamment la leucémie aigiie
lymphoblastique (16%) et le lymphome non hodgkinien (8%). Les hémopathies non malignes

représentaient 11% des indications notamment les aplasies médullaires (5%) et les thalassémies

(3%).

0,2% AID 1% Others
0,9% IDM 38% AML

o (early AML 21%,
3% PID advanced AML 11%,
3% Thal/sickle transformed AML 6%)
5% BMF
0.2% Solid tumours
2,8% PCD
8% NHL
2% HL
2% CLL

2% CML

16% ALL
4% MPN 11% MDS/MPN

Figure 3 : Proportions relatives d’indications d’allogreffe en 2016 en Europe, EBMT annual report
2017.
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D’un point de vue général, les indications tiennent compte : (1) de la pathogénése impliquant ou
non le compartiment des cellules souches hématopoiétiques ; (2) des caractéristiques
cytogénétiques et moléculaires de 1’hémopathie ; (3) de I’existence de thérapeutiques
conventionnelles curatives et/ou de traitements de rattrapages en cas de récidive ; (4) du stade
d’évolution de la maladie ; (5) de I’existence de révolutions thérapeutiques. Ainsi les pathologies
my¢loides, cumulant une atteinte du compartiment des cellules souches hématopoiétiques, un haut
risque de récidive malgré 1’efficacité initiale des chimiothérapies et une absence de thérapeutique
efficace en cas de récidive, représentent les principales indications d’allogreffe comme traitement
de consolidation. A contrario, dans le cadre des hémopathies lymphoides, 1’allogreffe de CSH est
souvent proposée en derniere intention dans le cadre de récidives et aprés utilisation des solutions
conventionnelles combinant chimiothérapie, thérapies ciblées, immunothérapies spécifiques et
processus d’intensifications avec support de CSH autologues. Enfin, les innovations thérapeutiques
ont réduit certaines indications. Ainsi, la leucémie myéloide chronique ne représente plus que 3%
des allo-CSH depuis I’avénement des inhibiteurs de tyrosine-kinase (TKI) alors qu’elle constituait
son seul traitement curatif. De méme, les thérapies ciblées et immunothérapies spécifiques
modifient actuellement la prise en charge de la leucémie lymphoide chronique, de la maladie de

Hodgkin ou du myélome.

I-5 - Systeme HLA

Le complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH), ou systétme HLA chez I’homme, détermine la
compatibilité donneur-receveur[19]. Les antigénes peptidiques, pour étre reconnus par les
lymphocytes T, doivent au préalable étre rendus accessibles a un récepteur pour I’antigene, présent

a la surface du lymphocyte T (TCR). Cette fonction de présentation de I’antigéne est assurée par
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les molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilit¢ (CMH). L’extréme diversité
(polymorphisme génétique) du CMH en fait également le déterminant principal de I’acceptation
(histocompatibilité) ou du rejet des greffes entre donneur et receveur, ce qui fut a [’origine de sa
découverte par Jean Dausset et de sa dénomination. Ainsi, le CMH humain est-il dénommé HLA
(Human Leukocyte Antigen), la premiere molécule d’histocompatibilité identifiée ayant été un

antigeéne leucocytaire.

Le CMH regroupe un ensemble de plus de 200 genes disposés sur le bras court du chromosome 6.
Cette région chromosomique est divisée en 3 parties appelées HLA : HLA de classe I contenant les
genes HLA-A, -B et -C ; HLA de classe II contenant les géenes HLA-DR et -DQ ; et HLA de classe
III contenant entre autres les génes codant pour des protéines du complément. Les génes du systéme
HLA sont trés polymorphes, exprimés de fagon codominante et sont transmis a la descendance par

haplotype complet[20].

Les molécules HLA de classe I sont exprimées sur la plupart des cellules nucléées de I’organisme
et les plaquettes. Elles consistent en 1’association d’une protéine invariante codée par le
chromosome 15, la B2 microglobuline, et d’une chaine polypeptidique o trés polymorphe.
L’association de ces 2 protéines forme un hétérodimere transmembranaire qui présente les peptides
antigéniques aux lymphocytes T CD8+ afin de les activer. Les molécules HLA de classe II sont
exprimées principalement par les cellules phagocytaires et présentatrices d’antigéne et
phagocytaires : macrophage, cellules dendritiques, lymphocytes B et T activés. Elles sont
constituées de 2 chaines polypeptidiques polymorphes o et B qui s’associent en un hétérodimere

transmembranaire, présentant des peptides antigéniques aux lymphocytes T CD4+.

Le systtme HLA a un rdle crucial dans 1’allo-CSH[14]. En effet, la reconnaissance par les
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lymphocytes T du receveur des molécules du CMH des cellules du donneur peut conduire a la lyse
des cellules transplantées et ainsi entrainer le rejet de greffe. Les lymphocytes T du donneur

peuvent eux reconnaitre le HLA du receveur comme étranger et engendrer la GVHD.

1-6 - Sources cellulaires

Les cellules souches hématopoiétiques allogéniques du donneur permettent 1’établissement du
greffon chez le receveur. Ainsi, la prise de greffe se traduit par 1’existence initiale d’un chimérisme
hématopoiétique chez le receveur. La coexistence transitoire des CSH du donneur et du receveur
doit évoluer vers un chimérisme 100% donneur traduisant I’implantation durable du greffon. Il
existe 3 sources de CSH différentes : (1) moelle osseuse (MO) ; (2) cellules souches périphériques
(CSP); (3) unité de sang placentaire (USP). En fonction de la source cellulaire choisie, on distingue
des variations procédurales importantes tant dans 1’acte de prélevement que dans les manipulations
du produit cellulaire prélevé. La composition cellulaire du produit est également différente, avec

des conséquences cliniques chez le receveur[21,22].

s Moelle Osseuse (MO)

Historiquement, le prélévement de moelle osseuse (PMO) a été la premicre technique. La
procédure est réalisée sous anesthésie générale et consiste a aspirer de la MO a 1’aide de trocarts
directement au niveau des crétes iliaques postérieures. La qualité du greffon est évaluée par la
quantification du nombre total de cellules nucléées (CNT) prélevées, rapporté au poids du receveur,
les valeurs cibles étant comprises entre 2 et 4.10° CNT/Kg. Cette technique comporte plusieurs
limites : anesthésie générale ; aspects logistiques souvent contraignants ; qualité du greffon parfois

insuffisante, la concentration en CSH étant limitée par le volume maximal de moelle prélevé

24



(20ml/kg de poids du donneur). Cette technique est toujours considérée comme référence mais

actuellement supplantée par I’utilisation de CSH du sang périphérique collectées par aphérese.

% Cellules souches hématopoiétiques collectées par aphérése : Cellules Souches

Périphériques (CSP)

C’est aujourd’hui la technique la plus communément utilisée[23]. Un traitement de mobilisation
(G-CSF : granulocyte-colony stimuling factor) est administré au donneur afin de permettre le
passage des CSH de la moelle osseuse vers le sang périphérique[24]. La présence transitoire de
CSH dans le sang est évaluée par la quantification des cellules exprimant le phénotype CD34+. Le
recueil du greffon est réalisé aprés mobilisation par technique d’aphérése. La technique de
cytaphérése permet une séparation des différents éléments cellulaires sanguins sur la base des
propriétés physiques de taille et de densité dans un circuit extracorporel[25]. Cette procédure
permet de collecter, chez la majorité des donneurs, une quantité de cellules CD34+ suffisante pour
une allogreffe (4-8.10° CD34/kg) a I’issue d’une ou deux aphéréses. L’appellation finale de cellules

souches périphériques (CSP) fait référence au procédé de recueil.

¢ Unité de sang placentaire (USP)

Le sang placentaire contient une petite proportion de CSH circulantes. Il peut étre prélevé par
ponction de la veine ombilicale a I’issue d’un accouchement. Le produit cellulaire contenant une
quantité de CNT ou CD34+ suffisante est qualifié puis inscrit sur les registres internationaux et
cryopréservé dans des banques d’USP. Deux caractéristiques sont principalement prises en compte
pour leur choix : le degré de compatibilité HLA et la richesse cellulaire de I’'USP[26,27]. Du fait

de I'immaturité des cellules immunitaires a la naissance, les réactions de GVHD sont moins

25



fréquentes. Ainsi, les critéres de compatibilité HLA entre le receveur et I’'USP sons moins strictes.
De plus, la rapidité d’acces aux USP est un avantage majeur, notamment dans le cadre des
situations d’urgence. Néanmoins, la fréquence élevée de non prises de greffes ainsi que les
complications infectieuses graves et fréquentes sont les principales complications des greffes
d’USP. Elles sont toutes deux liées a la faible quantité des effecteurs immuns, ainsi qu’a leur
immaturité. Ces inconvénients ont ralenti le développement des allogreffes d’USP, au profit du
développement d’autres alternatives telles que les greffes a partir de donneur HLA non compatibles

intra familiaux (haploidentique).

1-7 - Choix du donneur

La sélection du donneur a un role déterminant sur le devenir de la greffe. Une compatibilit¢ HLA
optimale étant recherchée, les donneurs HLA identiques intrafamiliaux (MSD : « matched sibling
donor ») sont privilégiés (appelés aussi donneurs « génoidentiques »). Le systeme HLA étant
exprimé de facon codominante et transmis par haplotype complet, la probabilité pour un patient

d’avoir un donneur HLA identique est de 25% pour chaque membre de sa fratrie (figure 4).

26



Pére

(i

RS

SR
754

SRR
)
ool

R

Enfant 1 Enfant 2 Enfant 3 Enfant 4

Bl [~

Figure 4 : Compatibilité HLA. Dans cette illustration, chacun des parents transmet un haplotype a
chaque enfant, avec un total de 4 combinaisons possibles. Les fréres et sceurs ont une chance sur 4
(25%) d’avoir un HLA identique. Les enfants 2 et 4 ont les mémes génes HLA et sont considérés
HLA compatibles (génoidentique). Les enfants 1 et 2 ou 1 et 3 n’ont qu’un seul haplotype en
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Au total, 30% des patients seulement ont un donneur HLA identique apparenté disponible. En
I’absence de donneur compatible dans la fratrie, une recherche est lancée au niveau des fichiers
internationaux afin d’identifier un donneur HLA identique non apparenté (UD : Unrelated Donor).
Ces fichiers comptent actuellement plus de 28 millions de donneurs potentiels dans le monde dont
300 000 en France. Les progrés du typage HLA ont permis d’améliorer le devenir des patients
allogreftés a partir d’un donneur de fichier[28]. En Europe, le gold standard pour le choix d’un
donneur non apparenté est un donneur 10/10 (UD10/10 ou phénoidentique). Ainsi, le typage haute
résolution est réalis¢ au niveau allélique pour les 5 génes HLA-A, -B, -C, -DR et —DQ présents en
2 exemplaires pour chaque individu. Le devenir des patients apres une greffe a partir d’'un UD10/10
a été rapporté comparable a celui des patients ayant un donneur MSD dans le cadre du traitement
de sujets jeunes et apreés administration d’un conditionnement myéloablatif [29]. Cependant, les

taux de GVHD et de déces non liés a la rechute restent généralement plus €levés apres une greffe
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phénoidentique lorsqu’on consideére les patients agés et/ou I’utilisation de conditionnements
d’intensité réduite. Par ailleurs, étant donné le polymorphisme des genes HLA, la probabilité de
trouver un UDI10/10 est au mieux de 70%[30]. Lorsqu’il n’est pas possible d’identifier un
UD10/10, le choix se portera alors sur 1’utilisation d’un donneur de fichier 9/10 (UD9/10), ou
I’utilisation d’USP en fonction de la disponibilité, de I'urgence de la greffe et de I’hémopathie.
Chaque incompatibilit¢ HLA est associée a une diminution de survie des patients apres allo-
CSH][31]. En particulier I'utilisation de greffons de CSP avec incompatibilité HLA-C est associée
a un mauvais pronostic et doit étre évitée[32]. L utilisation des USP est résumée partie 1-6. Enfin,
récemment, de nouvelles stratégies de greffes apparentées partiellement compatibles se sont
développées. Ainsi, I’utilisation de donneurs apparentés haplo-identiques a longtemps été limitée
par ’existence d’une réaction immunitaire toxique sévere et bidirectionnelle entre donneur et
receveur. Des avancées significatives dans 1’utilisation des traitements immunosuppresseurs ont
permis le contrdle des réactions liées aux incompatibilités, et rendu crédible le développement des

programmes de greffes haplo-identiques (cf. III).

1-8 - Les complications

L’allo-SCT est limitée par de nombreuses complications a 1’origine d’une morbi-mortalité
importante. Leur incidence et leur sévérit¢ dépendent de nombreux parameétres : état général du
patient ; age ; comorbidités préexistantes (HCT-CI) ; caractéristiques de la maladie ; traitements
préalables ; types de greffons ; compatibilit¢ HLA ; type de conditionnements [33—37]. La rechute
de I’hémopathie sous-jacente, la GVHD et les infections sont les principales causes de déces
[38,39]. Le développement des conditionnements a intensité réduite, les travaux sur

I’immunosuppression, 1’amélioration de la prise en charge des complications infectieuses et des
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soins de support ont progressivement permis de diminuer la morbi-mortalité. Ainsi, Gooley et al.
ont comparé¢, dans une expérience monocentrique a Seattle, le devenir des patients ayant regu une
allogreffe entre 1993 et 1997 ou entre 2003 et 2007 : la seconde période était associée a une
diminution de la mortalité non liée a la rechute (NRM : Non Relapse Mortality) de 52%, une
diminution du risque de rechute (CIR) de 21% et une diminution de la mortalité globale (OS :

Overall Survival) de 41%][40].

I-8-1 - Complications précoces

A la phase précoce, les infections (cf. /-9-2), la GVHD aigiie (cf. II) et la toxicité de la procédure
représentent les principales complications. L’association du conditionnement a I’infusion du
greffon et aux traitements immunosuppresseurs peut engendrer plusieurs réactions adverses :
syndrome d’obstruction sinusoidale[41], cystite hémorragique[42], syndrome d’hyperperméabilité
capillaire, hémorragie alvéolaire diffuse[43] ou encore micro angiopathie thrombotique[43]. La
plupart de ces complications surviennent dans les 100 premiers jours apres la greffe et leur

incidence reste limitée.

1[-8-2 - Infections

L’allo-SCT est associée a une immunodéficience humorale et cellulaire profonde, prédisposant les
patients au développement d’infections opportunistes, telles que des infections virales séveéres
(cytomégalovirus, adénovirus, virus BK, virus respiratoire communautaire [Grippe, VRS]),
infections fongiques opportunistes (aspergillose, candidose, pneumocystose) et infections
bactériennes multi-résistantes. Les déficits immunitaires préexistent généralement en raison de la
maladie hématologique sous-jacente, mais s'aggravent avec la greffe, notamment du fait de

l'utilisation d‘immunosuppresseurs. En conséquence, les patients présentent systématiquement des
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déficits immunitaires quantitatifs et qualitatifs, qui peuvent persister pendant des années apres la
transplantation. Les complications infectieuses suivent souvent un calendrier prévisible[44]. Selon

le modéle proposé par Tomblyn et al. on distingue 3 phases[45].

% Phase 1 : avant prise de greffe [0-45] jours.

Cette période associant aplasie et toxicité digestive liées aux conditionnements est marquée par des
infections dues a des agents pathogeénes associés aux lésions muqueuses tels, que les bacilles Gram
positif (BG+) ou Gram négatif (BG-), les champignons de la famille des Candida et les virus Herpes

simplex (HSV).
% Phase 2 : aprés prise de greffe [30-100] jours.

La premiére réactivation du CMV peut se produire a la sortie d’aplasie (au moment de la prise de
greffe) et coincide avec des défauts profonds de l'immunité cellulaire (notamment T) et parfois
avec I’association de GVHD aigiie. A cette période, les défauts de la reconstitution immunitaire
combinés aux effets de l'immunosuppression prophylactique ou curative en cas de GVHD
entrainent un risque accru d'infections opportunistes dues aux moisissures telles que 1'aspergillose

et aux virus respiratoires communautaires tels que la grippe et le VRS.
% Phase 3 : phase tardive au-dela de 100 jours.

Les risques d'infections opportunistes par les virus, champignons, parasites et bactéries encapsulées
telles que Streptococcus persistent chez les patients avec une reconstitution immunitaire

incompléte en particulier en cas de GVHD chronique.
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1-8-3 - Complications tardives

Les complications tardives résultent généralement d’un processus multifactoriel, impliquant
notamment la GVHD chronique, les défauts de reconstitution immunitaire et les effets a long terme
des chimiothérapies et traitements immunosuppresseurs. Elles présentent une grande diversité en
matiere de fréquences, de facteurs de risques, de stratégies de préventions et de prises en charge
thérapeutique. Les syndromes cliniques incluent des dysfonctionnements d’organes, des infections
et des cancers secondaires. La mortalité toutes causes confondues chez les patients survivants a 2
ans post greffe reste deux fois plus élevée a 15 ans que dans la population générale[46]. La rechute
de I’hémopathie (29%) et la GVH chronique (22%) sont les principales causes de déces

prématurés[47].

Au total, des progrés majeurs au début du XIXe siecle ont permis de réduire la mortalité précoce
liée a la toxicit¢ des procédures d’allo-SCT[40]. Le développement des conditionnements
d’intensité réduite et I'utilisation de donneurs alternatifs a permis d’accroitre la faisabilité¢ de
I’allogreffe. Aujourd’hui, les programmes visent a optimiser le suivi et la prise en charge a long
terme afin de favoriser non seulement le rétablissement complet de 1'état de santé, mais également

une intégration familiale et sociale[48].

1-9 - Conditionnements

Les patients recevant une allo-SCT sont préparés par des combinaisons de chimiothérapie et/ou
d’ICT, appelée conditionnement. Historiquement, cette procédure visait a réduire la charge
tumorale et a supprimer le systéme immunitaire du receveur (myéloablation), afin de permettre la

prise de greffe des CSH[49]. Les premiers conditionnements my¢loablatifs, basés sur les
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expériences liées aux accidents d’irradiation et aux modeles précliniques, ont utilisé I’'ICT. En
2009, Bacigalupo et al. ont proposé¢ de définir trois catégories de régimes de conditionnement,
tenant compte de la durée de la période de cytopénies, et de la nécessité d'un soutien a la
reconstitution hématopoiétique par administration de CSH, figure 5. Ainsi, on distingue les
régimes myé¢loablatifs (MAC) d’intensités réduites (RIC) et non myéloablatifs (NMAC). Les
régimes MAC entrainent une aplasie irréversible et nécessitent un support par réinfusion de CSH
pour permettre la reconstitution hématopoiétique. A I’inverse, les schémas NMAC provoquent des
cytopénies de grades limités permettant la reconstitution hématopoiétique autologue en 1’absence
de support de CSH allogénique. Les régimes RIC ne correspondent pas aux critéres pour les
schémas thérapeutiques MAC ou NMAC : ils provoquent des cytopénies de durées variables et

doivent étre administrés avec un soutien de CSH, bien que ’aplasie puisse ne pas étre irréversible.

yes

myeloablative

MA

Reduced intensity conditioning

RIC

Non ablativi
NMA

minimal short long irreversible
pancytopenia

Stem cell support required

No

Figure 5 : Schéma de représentation de I’intensité du régime de conditionnement en fonction de la
durée de la pancytopénie induite et de la nécessité d’un support de cellules souches, Bacigalupo et
al. Biol Blood Marrow Transplant, 2009.
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1-9-1 - Conditionnements myéloablatifs (MAC)

Initialement, les régimes MAC ont associé ’ICT a un agent alkylant, le Cyclophosphamide (Cy)
(ICT [12Gy] - Cy [120mg/kg])[50]. Les essais cliniques de doses d’ICT ou d’autres combinaisons
de drogues ont établi une corrélation entre toxicité et controle de la maladie limitant ainsi les
intensifications de doses. Ainsi, bien que I’ICT ait fait la preuve de son activité anti-tumorale,
plusieurs équipes ont travaillé a sa substitution par un autre agent alkylant, le Busulfan, afin de
limiter la toxicité générale du conditionnement. Le conditionnement Bu-Cy est progressivement
devenu le régime MAC conventionnel des patients jeunes atteints de leucémies aigiies
myéloides[51]. En 2001, une méta-analyse reprenant 4 études prospectives et tenant compte de
I’incidence de GVHD, de la mortalité non liée a la rechute (NRM « non relapse mortality »), et des
complications a long terme de I’ICT, a suggéré de préférer 1’association Bu-Cy a la combinaison

ICT-Cy malgré des taux de survie non significativement différents[52].

1-9-2 - Conditionnements non myéloablatifs (NMAC)

L’intensité¢ du conditionnement d’allogreffe a un impact inverse sur la NRM et sur le taux de
rechute. Les conditionnements NMAC ont permis de réduire la NRM[40], et ainsi de proposer
I’allo-CSH aux patients plus agés et/ou ayant des comorbidités (HCT-CI)[53]. Le développement
des NMAC a fait craindre un risque accru de non prise et de rechute. Concernant la prise de greffe,
la plupart des patients ont obtenu un chimérisme complet et persistant, malgré une dynamique
d’installation était plus lente qu’aprés MAC[54]. Ces résultats étaient également a mettre en
relation avec ’utilisation accrue de greffons de type CSP plus riches en lymphocytes T et CSH[55].
En revanche, les taux de rechutes ¢élevés aprés NMAC ont souligné I’importance de I’activité anti-

tumorale du conditionnement[56]. Les NMAC les plus utilisés comprennent 1’association
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Fludarabine-Cyclophosphamide (FLU-CY)[57] ou FLU-ICT 2Gy.

1-9-3 - Conditionnements d’intensité réduite (RIC)

A Dinstar des régimes NMAC, les schémas RIC ont repris le concept de myélosuppression. Si
I’affaiblissement du systéme immunitaire du receveur était envisagé comme une condition
suffisante a I’établissement du greffon sous I’effet des NMAC, I’adjonction de faibles doses
d’agent alkylant devait permettre de retrouver une part de I’effet myéloablatif anti-tumoral observé
avec les conditionnements MAC. Ainsi, les régimes RIC ont associé un agent alkylant a faible
dose, Busulfan (BU), Melphalan (MEL) ou Thiotepa (TT) et un analogue des purines, souvent la
Fludarabine (FLU). La plateforme associant FLU-BU(260mg/m2) a montré comparativement au
NMAC (FLU-ICT2Gy), dans une étude prospective de phase II, un meilleur contrdle de la maladie,
mais malheureusement une toxicité plus importante (liée majoritairement a la GVHD), aboutissant
a une survie globale équivalent[58]. En outre, les études de registres de ’EBMT ayant comparé
I’utilisation des régimes RIC et MAC ont rapporté une réduction de la NRM avec I'utilisation de

RIC[59,60].

1-9-4 - Conditionnements Myéloablatifs de toxicité réduite (MAC/RTC)

Les développements les plus récents ont montré par comparaison aux régimes MAC standard (BU-
CY) que I'utilisation de BU a doses my¢loablatives (390 ou 520mg/m2) en combinaison avec de

la FU permettait une réduction de toxicité tout en préservant I’effet anti-tumoral[61,62].

1-9-5 — Conditionnements . conclusions

En conclusion, I’association FLU-BU est actuellement le régime de conditionnement

majoritairement utilisé dans le cadre de greffes HLA compatibles apparentées (MSD) et non
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apparentées (UD). La dose de BU est déterminée au regard du type et du statut de la maladie et des
comorbidités du patient. Un essai clinique multicentrique randomis¢ francais tente actuellement de
déterminer la dose optimale de BU a utiliser dans le cadre du traitement des LAM ou syndromes
my¢lodysplasiques par allo-SCT (Protocole AAA, NCT 01985061). Enfin, I’adaptation des doses

au suivi pharmacocinétique devrait progressivement intégrer les pratiques.
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IT - LA REACTION DU GREFFON CONTRE L’HOTE

11-1 - Définition

La réaction du greffon contre 1’hdte (GVHD « graft-versus-host disease ») est une complication
fréquente apreés allo-SCT, cause majeure de morbi-mortalité. Elle résulte d’une réaction
allogénique des cellules immunes du donneur contre les cellules du receveur, conduisant a la
destruction des tissus. La GVHD peut affecter I’ensemble des organes et notamment la peau, le
foie, le tractus digestif, la bouche, les yeux et les poumons. En considérant le délai de survenue
avant ou apres J100 la GVHD se distingue classiquement en deux types : GVHD aigiie (aGVHD)
et GVHD chronique (cGVHD). Ces définitions cliniques et chronologiques, établies a partir des
modeles de greffes de moelle avec conditionnement my¢loablatif, sont aujourd’hui révisées, et

tiennent compte des évolutions des différentes plateformes [63] (Figure 6).

Category Time of manifestation after HCT or DLI Presence of GVHD features
Acute Chronic
Acute GVHD
Classic acute GVHD El100 days Yes No
Persistent, recurrent or late onset acute GYHD >100 days Yes No

Chronie GVHD
Classic chronic No time limit No Yes

Overlap syndrome No time limit Yes Yes

Figure 6 : Catégories de GVHD. Filipovich et al. BBMT. 2005

11-2 - Physiopathologie

En 1966, Billingham a formulé trois exigences pour le développement de la GVHD : le greffon
doit contenir des cellules immunocompétentes ; le receveur doit exprimer des antigénes tissulaires

non présents chez le donneur ; et le receveur doit étre incapable de produire une réponse efficace
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pour éliminer les cellules transplantées[64]. Les cellules immunocompétentes centrales dans la
réaction sont les lymphocytes T[65]. La déplétion des cellules T du greffon se traduit par une
suppression du risque de GVHD, mais également par une augmentation du risque de rechute de

I’hémopathie maligne et par des échecs de prises de greffes[66].

s GVHD aigiie

Concernant 1’aGVHD, deux principes importants sont a considérer. Premiérement, ’aGVHD
refléte des mécanismes inflammatoires exagérés mais normaux, médiés par les lymphocytes T
cytotoxiques du donneur perfusés chez le receveur, ou ils fonctionnent de manicre approprice,
compte tenu de l'environnement étranger rencontré. Deuxiémement, les 1ésions des tissus du
receveur acquises a cause de I’hémopathie sous-jacente, des infections antérieures et du régime de
conditionnement, stimulent la réaction immunitaire des lymphocytes du donneur. Le
développement de I’aGVHD peut étre conceptualisé en trois étapes successives : (1) activation des
cellules présentatrices d’antigénes du receveur ; (2) activation, prolifération, différenciation et

migration des cellules T du donneur ; et(3) destruction des tissus cibles du receveur[3] Annexe 1.

+ GVHD chronique

La physiopathologie de la cGVHD est plus complexe. L’ensemble des mécanismes mentionnés
précédemment pour ’aGVHD, ainsi que d’autres voies potentielles, sont impliqués. La dysfonction
thymique[67] et des lymphocytes Treg, le role des auto-anticorps et des lymphocytes B sont autant

de pistes actuellement explorées[68].

I1-3 - Syndromes cliniques et classifications

s GVHD aigiie
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L’aGVHD affecte principalement 3 organes : la peau, le tube digestif, le foie. Les symptomes
associent : éruptions cutanées, asthénie, amaigrissement, anorexie, diarrhées, douleurs
abdominales, cytolyse hépatique. Les manifestations cliniques reflétent un processus
inflammatoire tissulaire aigu et destructif. On peut ainsi observer des syndromes mimant une
hépatite aigiie, une poussée de maladie inflammatoire chronique intestinale ou encore une
érythrodermie. La sévérit¢ de 1’aGVHD est évaluée selon les critéres modifiés de Seattle
Glucksberg et classée de I (Iégere) a I (modérée), 111 (grave) et IV (trés sévere)[69,70]. Le grade
correspond a un pronostic de survie avec une survie a 5 ans de 25% pour le grade III et de 5% pour

le stade IV, annexe 2.

+* GVHD chronique

Les manifestations cliniques de la cGVHD rappellent celles observées au cours de pathologies
auto-immunes telles que, entre autres, la sclérodermie ou le syndrome de Sjogren. La cGVHD peut
présenter des manifestations cliniques variables et toucher presque tous les organes. Parmi les
manifestations syndromiques on retrouve : alopécie, sclérodermie, myalgie, peau ichtyosique,
xérose, lichen, kératose, sécheresse oculaire, enraidissement articulaire, syndrome obstructif et
fibrose pulmonaire, cytopénies hématologiques, dysphagie, diarrhée, cholestase hépatique. La
sévérité de la cGVHD est évaluée selon les criteres de consensus du National Institutes of Health
(NIH) et classée comme légere, modérée ou grave[63], annexe 3. La cGVHD reste une
problématique majeure de 1’allo-CSH. Elle entraine une altération significative de la qualité de vie
des patients[71] et représente la principale cause de NRM tardive, principalement en raison des

complications infectieuses|[72].

I1-4 - Traitement prophylactique
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1I-4-1 - Principes

Les approches actuelles de prophylaxies de la GVHD reposent principalement sur
l'immunosuppression pharmacologique. Les stratégies de prévention ont été presque exclusivement
orientées vers le controle de I’aGVHD, principal facteur favorisant la survenue de cGVHD. Les
traitements ont évolué de 1’utilisation historique du méthotrexate (MTX) en monothérapie[73] vers
des combinaisons basées sur les inhibiteurs de calcineurines (ICN)[74]. Actuellement, les régimes
de référence utilisent les ICN (ciclosporine A (CsA)) bien que les pratiques continuent a varier
entre les centres. Les données provenant d'études randomisées prospectives sur la prévention de la
GVHD sont rares, peu concluantes et historiquement associées a 1’'usage des conditionnements
my¢loablatifs aujourd’hui largement moins utilisés. Les analyses rétrospectives basées sur les
registres sont entravées par une grande diversité d'approches institutionnelles, en particulier en ce
qui concerne les détails du dosage et la voie d'administration. Ainsi, I’utilisation combinée de CSA
avec du MTX, du Mycophénolate Mofétil (MMF) du sirolimus ou du sérum anti-lymphocytaire est
encore discutée et tiendra compte de la compatibilité donneur/receveur, de la source cellulaire et
de I’intensité du régime de conditionnement. En 2014, une méta-analyse portant sur I’ensemble des
essais cliniques disponibles a retrouvé 33 essais dont 32 utilisant des régimes de conditionnements
my¢loablatifs. La combinaison MTX/CsA/SAL était associée a la meilleure prévention de aGVHD
de grade 2-4 dans ce contexte[75]. En 2014, les groupes de coopérations de ’EBMT et ’ELN
(European Leukemia Network) ont proposé des recommandations de bonnes pratiques pour la

prophylaxie et le traitement de la GVHD([76].

1I-4-2 - Principaux traitements immunosuppresseurs

*

< Inhibiteurs de la calcineurine
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L’introduction dans les années 1980 de deux nouveaux agents immunosuppresseurs, la
cyclosporine-A (CsA) et le tacrolimus (Tac), a amélioré les taux de survie de 1’allo-SCT. Bien que
la CsA et le Tac soient structurellement distincts, leurs mécanismes d'action sont similaires. Les
ICNs en bloquant la calcineurine empéchent I’action des facteurs de transcription des lymphocytes
T activés (NFAT). Il en résulte une inhibition des geénes de 1I’IL2 et d’autres cytokines, conduisant
finalement a une fonction réduite des lymphocytes T[77]. En 1986, les premiers essais cliniques
ont rapporté une réduction notable de la GVHD et une amélioration de la survie grace aux thérapies
combinées ICN-MTX par rapport aux ICNs seuls[78]. A la fin des années 1990, deux essais
randomisés multicentriques ont démontré une diminution de l'incidence de aGVHD avec
l'association Tca-MTX par rapport au CsA-MTX, mais la survie globale n'était pas
significativement différente[79,80]. L’enquéte récente de 'EBMT a rapporté une proportion

beaucoup plus élevée de centres utilisant la CsA[76].
«* Mycophénolate mofetyl

Le Mycophénolate mofetyl (MMF) est un anti-métabolique qui agit en inhibant la prolifération des
lymphocytes T et B[81]. Ce traitement est utilisé apres conditionnements non my¢loablatifs et dans
les greffes avec donneur alternatif (incompatibilit¢ HLA 9/10, sang placentaire, haplo-identique),
afin de limiter le risque de mucite, d’améliorer la tolérance et de permettre une reconstitution plus
rapide des neutrophiles, mais sans réduction réelle de l'incidence de I’ aGVHD de grade 2-4

[79,82].
«» Méthotrexate

Le méthotrexate est un antimétabolite qui, a faible dose (15mg/m2 J1 puis 10mg/m2 J3 et J6),

exerce une activité anti-inflammatoire en inhibant la synthése d’ADN et ainsi la prolifération des
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lymphocytes T. Faisant suite aux études qui ont évalué son efficacité¢ dans la prévention de la
GVHD[83], le MTX ¢était historiquement utilis¢ comme monothérapie[73]. Cependant, la
combinaison CsA-MTX a démontré une supériorité sur l'utilisation en monothérapie[78] et est

actuellement 1’association la plus utilisée[76].
% Sérum anti-lymphocytaire

Le sérum anti-lymphocytaire (SAL ou Anti-Thymoglobuline ATG) est composé
d’immunoglobulines gamma obtenues par hyper immunisation animale par des thymocytes
humains. Les principaux produits sont préparés a partir du sérum de lapin (Thymoglobulin ATG-
T et Fresenius ATG-F). Le SAL de lapin contient des anticorps ciblant principalement les
lymphocytes T. Ainsi, il réduit le risque de GVHD par déplétion des lymphocytes T in vivo. Trois
¢tudes randomisées prospectives ont démontré que le SAL diminue 1’incidence de la GVHD
chronique sans augmenter le risque de rechute et de mortalité chez les patients recevant des PBSC
a partir de donneur HLA compatibles apparentés ou non, aprés conditionnement myéloablatif] 84—
86]. Plusieurs études de phase I, ainsi qu'une étude rétrospective réalisée par 'EBMT, ont confirmé
ses résultats apres conditionnement d’intensité réduite[87-89]. L’ATG-T est actuellement
communément utilis€ avec une administration de J-3 a J-2 avant allo-SCT a la dose totale de

Smg/kg.

s Cyclophosphamide
L’administration post greffe de cyclophosphamide (PT-Cy) est une approche récente de
prophylaxie de la GVHD par déplétion des lymphocytes T in vivo (T-déplétion). L’utilisation
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croissante de cette stratégie est associée a I’avenement de la greffe haplo-identique. Les modalités
d’utilisation sont détaillées partie III. Les résultats trés encourageants dans le cadre des greffes
haplo-identiques (aGVHD grade 3-4 : 6% et cGVHD modéré ou sévere : 13%)[90] ont incité au
développement de cette approche également dans le cadre des greffes HLA identiques familiales
et non apparentées. L utilisation en monothérapie du PT-Cy, sans CsA et avec greffe de moelle
osseuse, a ¢galement montré des résultats prometteurs[91]. Actuellement, une étude multicentrique
randomisée frangaise compare 1’utilisation du PT-Cy a la stratégie standard de T déplétion in vivo
par SAL dans le cadre des greffes HLA identiques familiales et non apparentées (ATGCY-GVHD,

NCT 02876679). Les résultats pourraient modifier la prophylaxie standard de GVHD dans le futur.

1I-4-3 - Infusions de cellules immunitaires régulatrices

Les approches pharmacologiques immunosuppressives sont limitées par la toxicité, 1’action non
spécifique et la nécessité d'un traitement a long terme. Il est également important de comprendre
I’impact de telles approches sur les rechutes, les infections et les complications tardives. La
compréhension accrue des mécanismes de GVHD, associée a I’identification des cellules
régulatrices et des voies moléculaires impliquées dans la limitation des réponses immunitaires
toxiques ouvrent la voie a I’utilisation de thérapies cellulaires adoptives immunomodulatrices. En
comparaison aux traitements pharmacologiques, les avantages théoriques de cette approche sont la
permanence de l'effet de tolérance immune, la possibilité de faciliter la réparation tissulaire et la
diminution des prises d’immunosuppresseurs au quotidien, pourvoyeurs de morbidité notable et
prolongée. Actuellement, un certain nombre de cellules impliquées dans les mécanismes
immunitaires tolérogeénes ont été identifiées : les cellules T régulatrices T (Treg), les cellules

« Natural Killer » (NK), les lymphocytes NKT (NKT), les cellules lymphoides innées (ILC), les
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cellules my¢loides suppressives (MDSC). Les difficultés techniques initiales liées a la sélection
puis a l'expansion de ces lignées cellulaires a un grade clinique ont retardé les développements
thérapeutiques. Actuellement, les thérapies « Treg » ont montré des résultats prometteurs dans la
prévention de la GVHD lors d'une perfusion précoce apres la transplantation et sans utilisation
d’autre immunosuppresseur [92]. Les résultats de nombreux autres essais cliniques d’infusions de
cellules immunitaires régulatrices sont attendus dans les 5 ans et pourront permettre de déterminer
les lignées cellulaires, les sources (donneur, hote, tiers) et les délais d’utilisation de ces nouvelles

formes de prévention et de traitement de la GVHD.

I1-5 - Principes du traitement curatif

** GVHD aigiie

Un traitement systémique est indiqué dans le cadre d’une aGVHD de grade supérieur ou égal a
I1[93]. Le traitement de référence est la corticothérapie a 2mg/kg/jour[94]. Environ 30% des
patients présentent une aGVHD corticorésistante. Les critéres de corticorésistance sont : la
progression a 3 jours du traitement ; I’absence de réponse a 7 jours ; 1’absence de rémission
compléte a 14 jours. La GVHD aigiie corticorésistante reste problématique et représente une cause
majeure de mortalité post greffe. En effet, les traitements de rattrapage sont peu efficaces, avec des
taux de réponse souvent inférieurs a 50%. Une méta-analyse de I’ASBMT n’a pas montré de
différence d’efficacité suivant les approches thérapeutiques utilisées : SAL, MTX, anticorps
monoclonaux anti récepteur de I’[L-2, photophorése extracorporelle, rituximab, imatinib[95], si
bien qu’il n’existe pas de traitement de référence de seconde ligne. Récemment, ’utilisation du

ruxolitinib a semblé donner des résultats encourageants, mais son utilisation nécessite encore d’étre

43



validée par des études prospectives.
«* GVHD chronique

Concernant la cGVDH, une corticothérapie systémique a Img/kg/jour est indiquée en cas de forme
modérée ou sévere. Comme pour I’aGVHD, les formes corticoréfractaires sont responsables d’ une
morbi-mortalité importante. La cGVHD représente également la premiére cause d’altération de la
qualité de vie chez les survivants a long terme. Les traitements de seconde ligne sont multiples
(photophérése extracorporelle, rituximab, glivec, ibrutinib, etc...) et leur efficacité est variable
suivant les formes et localisations cliniques. Enfin, la réduction de la morbidité iatrogene liée a
I’utilisation au long cours des nombreux agents immunosuppresseurs (notamment la cortisone)

représente un enjeu majeur dans le traitement de la cGVHD.
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III - ALLOGREFFE HAPLO-IDENTIQUE

III-1 - Principe

Un donneur HLA haplo-identique partage par héritage commun un seul des deux haplotypes HLA
avec le receveur, un haplotype HLA étant défini comme la combinaison d’une copie des genes
portés par le chromosome 6. Ainsi, la greffe haplo-identique s’intéresse aux donneurs apparentés
partiellement compatibles et offre la possibilité d’inclure les parents, les enfants et environ la moitié¢

des fréres et sceurs comme donneurs potentiels.

[11-2 - Histoire

Les programmes de greffe haplo-identiques (haplo-SCT) sont nés de I’ambition de s’affranchir en
partie de la compatibilit¢ HLA, permettant ainsi d’identifier un donneur potentiel pour la quasi-
totalité¢ des patients. Les premicres tentatives dans les années 1980 de transplantations de CSH
haplo-identiques (haplo-SCT : haplo-identical stem celle transplant) ont été marquées par des
incidences ¢élevées de rejet de greffe (environ 20%) et de GVHD (environ 80%), entrainant des
taux de mortalité non liée a la rechute inacceptables[96—98]. Ainsi, I’haplo-SCT est associée a une
allo réactivité bidirectionnelle a I’origine de situations de non prise ou a I’inverse de réactions
séveres de GVHD. Ces trois derniéres décennies, de nouvelles approches de I'haplo-SCT ont
permis le contrdle efficace de cette alloréactivité, et I’obtention de résultats encourageants avec des
taux ¢élevés de prise de greffe, une incidence limitée de GVHD et des taux de survie meilleurs [99—

104].

II1I-3 - Stratégies modernes
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Actuellement, il existe trois approches majeures d’haplo-SCT, figure 7, annexe 4 : (1) la déplétion
in vitro de cellules T associée a I’utilisation de « méga-doses » de cellules souches CD34+ ; (2) le
protocole GIAC basé sur une immunosuppression pharmacologique intensive incluant du SAL et
combiné avec un greffon médullaire et périphérique mobilis¢ par G-CSF ; (3) I'utilisation d’une

déplétion T in vivo par I’administration de Cyclophosphamide a forte dose apres la greffe.

GCSF stimulation

BM (or G-PBSCs) i
CD34* positive selection OR
PBSCs and/or BM CD3* and CD19* negative selection OR
i PBSCs TCR-a/p* and CD19* negative selection
Graft collection Graft processing
[TCD only)

PTCy, tacrolimus, MMF, GCSF
‘ Methotrexate, cyclosporine,

- MMF, GCSF +/- basiliximab
— TCD with 'mega-dose’ l—
CD34+ cells #) O (s
— GIAC protocol i . Post-gra;t‘\ ?g'
— Post-iransplantation Conditioning immunomodulation
cyclophosphamide

Recipient Conditioned Recipient]
pre-BMT recipient post-BMT]|

Figure 7 : Description des 3 principales plateformes de greffe haplo-identique. Les différentes
interventions sur le donneur ou le receveur sont présentées a chaque étape des 3 procédures de
transplantation. Abréviations: ATG, antithymocyte globulin; BM, bone-marrow; BMT, blood or
bone-marrow transplantation; GCSF, granulocyte colony-stimulating factor; G-PBSCs,
granulocyte colony-stimulating factor-mobilized peripheral-blood stem cells; MMF,
mycophenolate mofetil; PBSCs, peripheral-blood stem cells; PT-Cy, post-transplantation
Cyclophosphamide; TCD, T-cell depletion; TCR, T-cell receptor. Kanakry et al. Nat Rev Clin
Oncol 2006

11I-3-1 - Deéplétion T in vitro et méga-doses de CD34

Afin de surmonter les obstacles immunologiques, 1’équipe de Pérouges a développé une approche
basée sur la déplétion in vitro des cellules T associée a 1’utilisation de « méga-doses » de cellules

souches CD34 positives apres conditionnement MAC[105,106]. Ce protocole a pallié les
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problémes de prises de greffe et montré une faible incidence de GVHD. Cependant, la
reconstitution immunitaire lente a été associée a une incidence élevée d’infection, de NRM et de
rechute. Les développements ont par la suite inclus 1'élimination spécifique des lymphocytes T
alloréactifs et/ou I’infusion adoptive post greffe de cellules T ou Natural Killer (NK) sélectionnées.
Des équipes allemandes ont ainsi proposé I’utilisation d’une déplétion partielle CD3/CD19
permettant la conservation des cellules NK, des monocytes et cellules dendritiques, mais les
résultats ont montré un exces de GVHD[107,108]. L équipe de Pérouges a associé a la plateforme
de T déplétion in vitro standard une infusion post greffe d’une fraction de cellules T trices : les
lymphocytes T conventionnels et régulateurs[92]. Cette stratégie a permis de réduire la NRM,
suggérant une meilleure reconstitution immunitaire sans exces de GVHD. Enfin, la déplétion
sélective in vitro des lymphocytes Taf} et B a montré une excellente survie sans rechute et sans

GVHDI[109,110].

111-3-2 - Protocole GIAC

Le protocole GIAC a éte¢ développé par 1’équipe de Pékin[111,112]. L acronyme « GIAC » fait
référence aux quatre composantes principales de la procédure : « G » stimulation du donneur par
G-CSF; « I » Immunosuppression intensive par une combinaison de CsA-MTX-MMF (cf. 2-4-2);
« A » Anti-thymoglobuline (ATG) ; « C » Combinaison de CSP et MO dans le produit cellulaire.
Ainsi, cette plateforme combine une approche d’immunosuppression intensive pharmacologique
avec une déplétion lymphocytaire T in vivo par le SAL, mais introduit ¢galement le concept de
tolérance immune. En effet, plusieurs études ont rapporté une hyporéactivité des cellules
immunitaires apres stimulation par G-CSF[113] et un maintien de cet effet par mélange du produit

de CSP mobilisées avec de la MO[114]. Cette approche a fait espérer un contréle des phénomenes
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de GVHD. Une large étude de registre du groupe de Pékin incluant 1210 malades a montré 99%
de prise de greffe et un taux de survie sans maladie de 67% suggérant un excellent effet anti-
tumoral[115]. En revanche, les incidences de aGVHD et cGVHD étaient respectivement de 40%
et 50%. Plusieurs équipes ont confirmé ces résultats[116—118]. Actuellement, de nouveaux
développements proposent I'utilisation de conditionnements RIC afin de limiter les phénomenes

de GVHD.

111-3-3 - Déplétion T in vivo par Cyclophosphamide post greffe

Cette approche a été décrite par 1’équipe de Baltimore (John Hopkins Hospital [JHH]). Luznik et
al. ont proposé I’utilisation de Cyclophosphamide aprés greffe associée a un conditionnement non
my¢loablatif et a ’utilisation de moelle comme source cellulaire (Figure 7). L'administration de
hautes doses de Cyclophosphamide (Cy 50mg/kg/j) au 3° et 4° jours post haplo-SCT (PT-Cy :
« Post Transplant-Cyclophosphamide ») permet d’éliminer sélectivement les cellules T allo
réactives, et d’épargner les cellules T régulatrices et les cellules souches hématopoiétiques.
Plusieurs ¢études ont rapporté de faibles taux de GVHD (aGVHD grade 3-4 : <6% et cGVHD
modéré ou sévere : 13%) et de NRM (<15%)[90,119]. La faible toxicité et le schéma de
conditionnement NMAC proposé par Baltimore ont rendu cette stratégie particulierement attractive
pour des sujets agés classiquement plus a risque de complications. Plusieurs études ont confirmé
la faible toxicité pour cette population et les données de comparaisons rétrospectives mono-
centriques et de registres ont montré des taux de survie comparables avec les greffes HLA
compatibles[ 120—122]. Du fait du caractére non myéloablatif du conditionnement, cette plateforme
semble étre principalement limitée par des taux de rechute élevé (50%)[90,119]. Plusieurs études

ont montré un bénéfice a I’utilisation de conditionnements d’intensités augmentées dans le controle
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de la maladie rapportant des taux de rechutes compris entre 20 et 40%[123—125]. Le tableau en
annexe 5 récapitule ’ensemble des études portant sur la greffe haplo-identique avec PT-Cy en
précisant les principales caractéristiques des différentes plateformes, ainsi que les indications et les

principaux résultats.

Au total, de nombreux avantages soutiennent le développement de cette stratégie : facilité¢ de mise
en ceuvre ; faible cott ; faible taux d’échec de prise de greffe, de GVHD, d’infection et de mortalité
non liée a la rechute[126]. Actuellement, les travaux de recherche portent sur la compréhension
des mécanismes impliqués dans la reconstitution immunitaire apres haplo-SCT avec PT-Cy. La
maitrise de ces enjeux pourrait permettre d’exploiter la situation singuliére d’incompatibilit¢ HLA
entre donneur et receveur favorable a 1’alloréactivité. En outre, plusieurs modeles supportent la
possibilit¢ de moduler spécifiquement 1’activit¢ des cellules immunitaires telles que les
lymphocytes NK ou T afin d’obtenir un effet anti tumoral dirigé sans GVHD associée (cf. I11-5).
Ainsi, cette plateforme redéfinit le cadre de I'immunothérapie allogénique. L’établissement d’un
systéme immunitaire allogénique HLA partiellement compatible, dans des conditions limitées de

toxicité, devient le support préalable a une possible immuno-intervention anti-tumorale ciblée.

Actuellement, les protocoles utilisant des stratégies de T déplétion in vivo tendent a supplanter
I’utilisation des plateformes de T déplétions in vitro, tel que le confirme I’analyse du registre de
I’EBMT. Ainsi, la T déplétion in vivo est privilégi¢e en raison de la simplicité de sa mise ceuvre.
Cependant, aucune étude n’a fait la preuve de la supériorité d’une des deux approches GIAC ou
PT-Cy. En France, les centres ayant développé des programmes d’haplo-SCT ont privilégié
I’approche avec PT-Cy afin de permettre I'utilisation de conditionnements d’intensité réduite et

ainsi le traitement des sujets agés[127,128].
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I11-4 - Rationnel biologique du Cyclophosphamide post greffe

C’est a partir des années soixante que le mécanisme d’action du Cyclophosphamide (Cy) a
progressivement ¢été ¢€lucidé. En 1990, I’équipe d’Eto et al. a proposé trois mécanismes
immunologiques majeurs résultant de 1’administration de Cy apres allogreffe et permettant
I’obtention d’une tolérance immunologique du greffon[129]. Le premier correspondait a la
destruction des lymphocytes T alloréactifs stimulés par les antigénes du donneur dans le sang. Le
second était li¢ a la délétion de clones intra thymiques de lymphocytes T réactifs du receveur dirigés
contre le donneur. Le troisieme consistait a une surexpression relative des lymphocytes T
régulateurs par destruction compétitive des lymphocytes T alloréactifs. Il est désormais compris
que I’immunotolérance est li¢ée au métabolite alkylant, la moutarde phosphoramide, dont 1’action
apoptotique est inversement liée a la teneur intracellulaire en aldéhyde déshydrogénase de type 1,
annexe 6. Cette enzyme cytoplasmique, dont le taux est particuliérement faible dans les
lymphocytes T alloréactifs, est responsable de la détoxification de la moutarde phosphoramide par
la formation d’un métabolite inactif. En revanche, le taux de cette enzyme est particulicrement
¢levé dans les CSH, les lymphocytes T (LyT) non alloréactif dont les LyT régulateurs et les
lymphocytes B mémoires, qui sont donc €pargnés par 1’action cytotoxique du Cy[130]. Au final,
cette différence de concentration intracellulaire permet d’éliminer les lymphocytes T alloréactifs
responsables des mécanismes de GVHD tout en préservant les cellules régulatrices

immunotolérantes.

11I-5 - Perspectives de développements

Pendant des années, les protocoles d’allo-SCT s’appuyant sur la manipulation des cellules T n'ont
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pas réussi a renforcer les effets GVL sans induire d’effets adverses de réaction du greffon contre
I’hote (GVH). Parmi les effecteurs immuns d’intérét, les cellules Natural Killer (NK) ont la
capacité a tuer les cellules cancéreuses tout en respectant les cellules saines. Leurs propriétés
cytotoxiques et régulatrices sont étroitement régulées par un ensemble de récepteurs inhibiteurs et
activateurs. La présence d'un mésappariement entre un récepteur inhibiteur KIR et son ligand,
principalement HLA classe I, est une voie majeure pour l'activation de leur cytotoxicité. Aussi, la
thérapie cellulaire adoptive NK dans le contexte d’allo-SCT est attrayante, en particulier en
présence d'une discordance HLA classe I entre le donneur et le receveur. Le développement des
greffes haplo-identiques a ainsi ouvert I’espoir d’un effet GVL puissant médié par les cellules NK
et la transformation des pratiques. Les récentes données sur la reconstitution cellulaire NK post
haplo-SCT Pt-CY rapportent que les cellules NK matures exprimant la molécule KIR sont
majoritairement éliminées par le Cyclophosphamide post allo-SCT. Enfin, la reconstitution du
répertoire NK semble marquée par ’apparition au 15¢ jour de cellules immatures 62L-KIR-
NKG2A+ moins fonctionnelles[131,132]. Actuellement, la recherche fondamentale et plusieurs
essais cliniques travaillent a la modulation d’une activité anti-tumorale des cellules NK dans ce

contexte.

I11-6 - Evolution de utilisation des greffes haplo identiques

Les greffes de CSH haplo-identiques connaissent un essor considérable dans le monde depuis 2010,
et en France depuis 2012, au détriment des greffes de sang placentaire, mais également des greffes
non apparentées avec un donneur 9/10, avec une inversion des courbes depuis 2012[133]. En
Europe, l'utilisation de donneurs familiaux haplo identiques augmente annuellement de 25%

(Figure 9)[134]. Initialement, cette thérapeutique était proposée aux patients nécessitant une
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allogreffe, pour lesquels il n’existait pas de donneur disponible. Les résultats encourageants, la
disponibilité quasi systématique d’un donneur, le faible cotit et la réduction du délai de recrutement
du donneur ont favorisé la généralisation de cette pratique. Actuellement, la question de la place
de cette stratégie dans le champ thérapeutique de I’allogreffe, et dans la hiérarchie de choix du

donneur, fait débat.

I11I-7 - Objet d’étude : greffe haplo-identique et hiérarchie de choix du donneur

Plusieurs études rétrospectives ont comparé les résultats des haplo-SCT a ceux obtenus avec USP
ou des donneurs HLA compatibles UD ou MSD. Concernant le sang de cordon, une récente étude
de ’EBMT dans le cadre de leucémies aigiies a montré une réduction du risque de rejet de greffe
et un délai de prise de greffe plus court avec haplo-SCT[135]. Ces résultats, associés aux problémes
posés par la faible cellularité des unités USP et aux complications infectieuses multiples, l1égitiment
le recul de I’utilisation des cordons comme donneur alternatif en 1’absence de donneur HLA
compatible. Concernant la comparaison haplo vs donneurs HLA identiques, deux études de
registres de ’EBMT[120,136] et du CIBMTR[121,137] ont montré des résultats comparables. En
regardant spécifiquement les résultats avec la plateforme haplo-SCT avec PT-Cy, plusieurs équipes
confirment cette absence de différence et rapportent parfois une moindre incidence de GVHD
chronique[138—141]. Récemment, une méta-analyse a souligné les difficultés d’interprétation des
¢tudes de registres. Ainsi, 25 études comparatives représentant 11359 patients ont été
analysées[142]. La comparaison entre donneur UD et haplo a montré une incidence de GVHD
aigiie significativement plus faible dans le groupe haplo sur I’ensemble des patients, mais plus
¢levée dans I’analyse de sous-groupe de patients ayant recu un conditionnement RIC. Cette étude

souligne la difficulté d’interprétation des résultats et la nécessité d une harmonisation des pratiques
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au regard de la diversit¢ des plateformes de greffe, des indications ou encore des régimes de
conditionnements utilisés. Malheureusement, il n’existe aucune donnée issue d’études prospectives
randomisées. Actuellement, 3 protocoles sont en cours en France et proposent d’évaluer 1’haplo-
SCT avec PT-CY vs allo-CSH a partir de : (1) donneur UD10/10 aprés RIC (RIC-HAPLOMUD
NCT 02623309) ; (2) donneur UD9/10 (ALTERGREF NCT 03250546) ; (3) donneur UD10/10
apres MAC (MAC-HAPLOMUD). Dans ce contexte, les études monocentriques offrent la
possibilité de préciser les résultats pour des plateformes ou des indications sélectionnées. En outre,
ce type d’analyse pourrait permettre de guider le choix d’un donneur en 1’absence de donneur de
fratrie HLA compatible, et en cas de contre-indication a des inclusions protocolaires, mais pourrait

¢galement servir au développement de nouveaux protocoles.

53



Ainsi, ce travail de thése a porté sur 1’analyse rétrospective du programme de greffe haplo-
identique développé depuis 2011 a I’institut Paoli-Calmettes a Marseille. Nous avons comparé
rétrospectivement 1’utilisation d’un greffon haplo-identique et d’une prophylaxie de GVHD par
cyclophosphamide post greffe avec un greffon non apparenté et une prévention de la GVHD par
sérum anti-lymphocytaire, chez 209 patients de moins de 60 ans traités par allogreffe de cellules
souches hématopoiétiques pour une hémopathie maligne. En outre, cette comparaison pose la
question de la hiérarchie du choix du donneur, la stratégie institutionnelle ayant privilégié
I’utilisation « classique » d’un greffon non apparenté en 1’absence de donneur génoidentique et

réservé la greffe haplo-identique aux seuls patients sans donneur HLA identique. (Figure 8)

HLA Identique HLA non apparenté HLA haplo-identique
apparenté 10/10 ou 9/10 apparenté

Figure 8 : Algorithme d’identification d’un donneur en vue d’une allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques entre 2011 et 2016 a I’institut Paoli-Calmettes a Marseille.
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V — ANNEXES

ANNEXE 1 - PHYSIOPATHOLOGY OF GVHD

Conditioning: Tissue Damage

M i N i

Host APC  :iiftissiesil, O [ /) | intestinie: :

Activation :; PSS ER TR W S g S

- Target cell
apoptosis

(IIT)

Cellular and
Donor T cell inﬂammatur}:
Activation effectors

In Phase I, the recipient conditioning regimen damages host tissues and causes release of
inflammatory cytokines such as TNFa, IL-1 and IL-6. Increased levels of these cytokines leads to
activation of host antigen presenting cells (APCs). In Phase II, host APCs activate mature donor
cells. The subsequent proliferation and differentiation of these activated T cells produces additional
effectors that mediate the tissue damage, including Cytotoxic T Lymphocytes, Natural Killer (NK)
cells, TNFa and IL-1. Lipopolysaccharide (LPS) that has leaked through the damaged intestinal
mucosa triggers additional TNFa production. TNFa can damage tissue directly by inducing
necrosis and apoptosis in the skin and GI tract through either TNF receptors or the Fas pathway.
TNFa plays a direct role in intestinal GVHD damage which further amplifies damage in the skin,
liver and lung in a “cytokine storm.”

Ferrara JLM, Levine JE, Reddy P, Holler E. Graft-versus-Host Disease. Lancet. 2009.
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ANNEXE 2 - GLUCKSBERG GLOBAL SCORE OF SEVERITY OF ACUTE GVHD

Extent of organ invohvement

Stage  Skin Liver (bilirubin) = Gut (stool output per day)

0 Mo GWHD rash =2 mgidlL =a0 mbLfday ar persistent nausea (child: =10 mUkalfday)

1 Maculopapular rash =25% BSA 2-3 moridL A00-999 mLUfday (child: 10-19.9 mUkaiday) or persistent
nausea, vamiting ar anarexia, with a positive upper Gl biopsy

2 Maculopapular rash 25-50% BSA 31-6 moidL 1000-1500 mUfday (child: 20-30 mLfka/day)

3 Maculopapular rash =50% BSA B.1-15 rmofdL Adult =1400 mUrday (child: =30 mUkofday)

4 Generalised entherma plus bullous formation | =19 mafdl Severe abdarminal pain with arwithaut ileus

Grade Skin Liver (bilirubin) = Gut (stool output per day)

| Stages 1-2 Mone Mone

] Stage 3 or Stage 1 or Stage 1

1] - Stage 2-2 ar Stages 2-4

\") Stane 4 ar Stage 4 -

Abbreviations: BSA = body surface area; Gl = gastrointestinal; GVHD = graft-versus-host disease.

Glucksberg, H. et al. Clinical manifestations of graft-versus-host disease in human recipients of
marrow from HL-A-matched sibling donors. Transplantation. 1974.
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ANNEXE 3 - NIH GLOBAL SCORE OF SEVERITY OF CHRONIC GVHD

Mild ¢ 1 or 2 organs or sites (except lung) with score 1
» Mild oral symptoms, no decrease in oral intake
e Mild dry eyes, lubricant eyedrops < 3x/day

Moderate e 3 or more organs with score 1

¢ At least 1 organ or site with score 2
¢ 19-50% body surface area involved or superficial sclerosis
» Moderate dry eyes, eyedrops > 3x/day or punctal plugs

e Lung score 1 (FEV1 60-79% or dyspnea with stairs)

Severe e At least 1 organ or site with score 3

> 50% body surface area involved

Deep sclerosis, impaired mobility or ulceration

e Severe oral symptoms with major limitation in oral intake
Severe dry eyes affecting ADL

e Lung score 2 (FEV1 40-59% or dyspnea walking on
flat ground)

Pavletic S Z, Lee S J, Socie G, Vgelsang. Chronic graft-versus-host disease: implications of the
National Institutes of Health consensus development project on criteria for clinical trials. Bone
Marrow Transplantation. 2006.
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ANNEXE 4 - COMMONLY USED HLA-HAPLOIDENTICAL ALLO-SCT PLATFORM

Myeloablative conditioning and T-cell depletion with ‘megadose’ CD34% cell
allografts™

TBI (8 Gy) on pretransplantation day 9
Thiotepa (5 mg/kg/day) on pretransplantation days 8 and 7
Fludarabine (40 mgfmzfda}'] on pretransplantation days 7w 3

Rabbit antithymocyte globulin (5 or 6 mg/keg/day) on pretransplantation days
5t02

CD34" selected PBSC allograft on day O

Myeloablative conditioning and in vivo T-cell modulation using the GIAC
protocol1957.96

Cytarabine (4 g/m%/day) on pretransplantation days 10 and 9
MMF from pretransplantation day 9 to post-transplantation day 60

Ciclosporin-A from pretransplantation day 9 to post-transplantation day 180-
300

Busulfan {oral, 4 mg/kg/day; IV, 3.2 mg/kg/day) on pretransplantation days
8, 7and 6

Cyclophosphamide (1.8 g/m?/day) on pretransplantation days 5 and 4

Rabbit antithymocyte globulin (1.5 or 2.5 mg/kg/day) on pretransplantation
days 5to 2

Semustine (230 mg/m?) on pretransplantation day 3
GCSF-stimulated T-cell-replete PBSC and bone-marrow allografts on day 0
Methotrexate (15 mg/m?) on post-transplantation day 1

Methotrexate (10 mp/m?(day) on post-transplantation days 3, 6 and 11

Reduced-intensity conditioning with high-dose, post-transplantation
cyclophosphamidel24

Cyclophosphamide (14.5 mg/kg/day) on pretransplantation days 6 and 5
Fludarabine (30 mg/m®/day) on pretransplantation days 6 to 2

TBI (2 Gy) on pretransplantation day 1

T-cell-replete bone-marrow allograft on day 0

Cyclophosphamide (50 mg/kg/day) on post-transplantation days 3 and 4
MMF on post-transplantation days 5 to 35

Kanakry CG, Fuchs EJ, Luznik L. Modern approaches to HLA-haploidentical blood or marrow

transplantation. Nature reviews Clinical oncology. 2016.
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ANNEXE 5 - PRINCIPALES ETUDES SUR LA GREFFE HAPLOIDENTIQUE AVEC PT-CY

Auteurs Année N= Age Source Maladies Intensité du Prisede aGVHD aGVHD ¢GVHD 05 NRM Rechute
onditionnement greffe 24 34
Luznik et al 2008 68 46[1-71] MO HM NMAC B7% 34% 6% 13% 36% 15% 51%
Brunstein etal 2011 50 48[7-70] Mo HM NMAC 98% 32% 0% 13% 62% 7% 45%
Grosso et al 2011 27 52[19-67] Csp HM MAC 92% 64% B% 16% 54% 22% 32%
Solomon etal 2012 20 44 ([25-56) csp HM MAC 100% 30% 10% 35% 69% 10% @ 40%
Ciurea et al 2012 32 45(20-63) MO HM RIC /MAC 94% 20% 5% 7% 64% 16% 50%
Bashey et al 2013 53 46 MO,/CSP HM MAC 98% 20% 11% 38% 64% 7% 33%
Raiolaet al 2013 S0 42 [18-66) MO HM RIC /MAC 97% 12% 6% 26% 6B% 18% 26%
Raiola et al 2014 92 45[17-69] MO HM RIC /MAC 99% 14% 4% 15% 52% 17% 35%
Castagnaetal 2014 69 53[19-68] MO/CSP HM RIC /MAC 90% 27% 6% 13% 68% 18% 38%
Di Stasi et al 2014 32 52[20-67] MO LAM/SMD RIC 97% 29% 0% 11% 77% 24% 33%
Raj et al 2014 55 49[14-69) csp HM RIC 96% 53% 8% 18% 48% 23% 28%
Sugita etal 2015 31 48(21-65) Csp HM RIC B7% 22% 3% 15% 45% 23%  45%
Ciurea et al 2015 192 [21-70] MO/CSP LaM RIC /MAC 91% 18% 5% 32% 45% 9% 46%
Solomon et al 2015 30 46 ([24-60) Csp HM RIC /MAC 100% 43% 23% 56% 78% 3% 24%
Kasamon etal 2015 271 61[50-75) MO HM RIC 94% 32% 3% 10% 46% 12%  46%
Kanate et al 2015 185 55(18-75) MO/CSP LNH/LH RIC 98% 27% 8% 15% 60% 17% 36%
McCurdy etal 2015 372 55([18-75] MO/CSP HM RIC / 32% 4% 13% 68% 8% 37%
Blaise et al 2016 31 62 [56-73] MO/CSP HM RIC /MAC 97% 23% 10% 13% 70% 10% 31%
Bashey et al 2016 116 51(20-74] MO/CSP HM RIC /MAC 97% 41% 17%%  31% 57% 1% 29%
Baker et al 2016 54 50(23-73] MO/CSP HM RIC 93% 63% 13% 32% / 30%  44%
Rashidi etal 2016 52 54(19-73) CsP LAM RIC /MAC 100% 38% 25% 10% 42% 27% 29%
Rashidi etal 2016 62 54[19-73] Csp LAM RIC /MAC 98% 40% / 6% 53% 22% 31%
Devillier etal 2017 46 61(50-73) Csp HM RIC 100% 37% 13% 13% 67% 23% 15%
Ruggeri et al 2017 193 49(18-74] MO/CSP LAM RIC /MAC / 31% 4% 33% 5B% 22% 21%
Slade et al 2017 61 42[19-55) CsP LAM/SMD RIC /MAC 95% 39% 16% 36% 55% 22% 32%
Slade et al 2017 29 60 (55-64) CSP LAM/SMD RIC /MAC 97% 34% 7% 35% 54% 31% 18%
Slade et al 2017 22 68[65-73) CSP LAM/SMD RIC /MAC 96% 14% 5% 9% 23% 32% 50%
Bashey et al 2017 496 [18-76) CsP HM RIC /MAC 88% 42% 10% 41% 57% 16% 28%
Bashey et al 2017 191 [18-76) MO HM RIC /MAC 91% 25% 7% 20% 54% 17%  45%

Abréviation s : N=, effectif ; MO, moelle osseuse ; CSP, cellules souches périphériques ; HM, hémopathies malignes
; LAM, leucémie aigiie myéloide ; MDS, myélodysplasie ; LNH, lymphome non hodgkinien ; LH, lymphome de
hodgkin ; RIC “reduced intensity conditioning” ; MAC “myeloablative conditioning” ; GVHD “graft versus host
disease” ; OS “overall survival” ; NRM “non relapse mortality”.
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ANNEXE 6 - SELECTIVE ALLO-DEPLETION WITH POST-TRANSPLANTATION

T-cell activation T-cell proliferation
COaNCDas i
Peptide-MHC TCR J:;:;T
f chD2s Receptor T-cell
f
Iloreactive =
M2
Dendritic cell
Mon-allorsactive
T-cells e
HEV

Proposed mechanism for high-dose cyclophosphamide-induced tolerance after allogeneic
transplantation. Immediately after bone marrow transplantation, alloreactive T-cells of the host
and donor are activated by allogeneic HLA molecules on the surface of donor and recipient
antigen-presenting cells, respectively. T-cell recognition of alloantigen, combined with the help
of costimulatory signals, leads to T-cell activation, proliferation, and cytokine, including
interleukin-2 (IL-2), secretion. During proliferation, replicative DNA synthesis occurs, which
leads to sensitivity to cyclophosphamide-induced cytotoxicity and apoptosis induction. Non-
alloreactive T-cells are relatively quiescent with a slower growth pattern promoted by IL-15 and
IL-7 in response to the lymphopenic environment post-transplant. Given their slower growth, they
are relatively resistant to cyclophosphamide and survive to establish the peripheral T-cell pool.

McCurdy S.R., Fuchs E.J. Post-transplant Cyclophosphamide in Haploidentical. Transplantation.
Advances and Controversies in Hematopoietic Transplantation and Cell Therapy. 2018
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ABSTRACT

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) is limited by availability of HLA
matched sibling donors (MSDs). The alternative use of unrelated donors (UDs) is currently
challenged by haploidentical-related donors (HRDs). We retrospectively analyzed 209 consecutive
patients younger than 60 years undergoing allo-HSCT from UDs (n=128) or HRDs (n=81).
Cumulative incidences of grade 3—4 acute (17% vs. 2%, p = 0.003) and 2-year moderate and severe
chronic (20% vs. 2%, p < 0.001) GVHD were significantly higher with UD. Progression free
survival (PFS) was significantly better with HRD (51% vs. 69%, p = 0.019), without significant
difference in the cumulative incidence of relapse (CIR), non-relapse mortality (NRM), and overall
survival (OS). Multivariate analyses confirmed the lower risk of acute and chronic GVHD (grade
2-4, HR = 0.33, p < 0.001; grade 3—4, HR = 0.18, p = 0.025; all grades, HR = 0.52, p = 0.043;
moderate and severe, HR = 0.06, p = 0.008), better PFS (HR = 0.56, p = 0.015) and GRFS (HR =
0.43, p <0.001) with HRD. This was confirmed in match-paired analysis. In the absence of MSDs,

HRD could be considered as a suitable alternative for patients younger than 60 years.
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INTRODUCTION

Allogenic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) is effective for high-risk
hematologic malignancies, though limited by HLA-identical sibling donors availability (MSDs)'.
Unrelated donors (UDs) are the main alternative, with results approaching MSDs*". However, the
availability (20% to 80% depending on ethnicity) and recruitment delay for matched UDs restrain
allo-HSCT' implementation. Moreover, the incidence of graft-versus-host disease (GVHD) and
non-relapse mortality (NRM) are higher with UDs, especially with HLA mismatches®. Recently,
allo-HSCT from HLA-haploidentical-related donors (HRDs, haplo-SCT) appeared as a suitable
alternative, with overall outcome close to HLA-matched allo-HSCT>®. T-replete haploidentical
with post-transplantation high-dose cyclophosphamide (PT-Cy) allows low severe GVHD
incidence, overcoming the issue of HLA disparity’. Non-myeloablative haplo-SCT with PT-Cy
therefore seams especially appealing for elderly®’, as confirmed by comparison with unrelated-
SCT'’. However, this is still to be demonstrated for younger patients receiving more intensive
conditioning regimens and traditionally having promising outcomes after unrelated-SCT. Thus, we
performed a single-center retrospective comparison of haplo-SCT with PT-Cy and unrelated-SCT,

11,12

with antithymocyte-globulin (ATG) as standard GVHD prophylaxis ', in patients under 60.

METHODS

Selection criteria

We selected all consecutive patients under 60 undergoing haplo-SCT with PT-Cy for hematological
malignancies at Paoli Calmettes Institute (IPC) in Marseille, France. All consecutive patients
receiving unrelated-SCT (9/10 or 10/10 matched at allelic level for HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ
antigens) in the same period were included in the comparative arm. Previous allo-HSCT was an

exclusion criterion. IPC review board approved this study which is compliant with Helsinki
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Declaration for clinical research. All patients signed informed consent for participation and data

collection.

Donor Choice strategy

Following IPC guidelines, UD was the preferred choice in absence of available MSD. When no

UD were available, patients were indicated for haplo-SCT.

Conditioning regimens and GVHD prophylaxis

The EBMT criteria were used to define myeloablative conditioning (MAC, intravenous busulfan
total dose >260mg/m?), reduced intensity conditioning (RIC, intravenous busulfan total dose
<260mg/m?), and non-myeloablative conditioning (NMAC, total body irradiation [TBI] dose <2Gy
and no busulfan) regimens. HRD group patients initially received the conditioning regimen from
Baltimore group (29mg/kg cyclophosphamide [Cy] + 150mg/m? fludarabine [Flu] + 2Gy TBI, Flu-
Cy-TBI2)”. More intensive regimens were gradually introduced based on the association of Flu
(120 to 160mg/m?), busulfan ([Bu] 260 to 520mg/m?) and either cyclophosphamide (29 mg/m?,
Cy-Flu-Bu) originally or thiotepa (TT) (5-10mg/kg, TT-Flu-Bu) later on13,14. GVHD prophylaxis
was based on PT-Cy (50mg/kg on days +3 and +4) and cyclosporine A (CSA) (targeted blood level
[150-400] ng/ml) plus mycophenolate mofetil (MMF) (15mg/kg/day) starting on day +57,".In the
absence of GVHD, MMF was discontinued at day +30 and CSA was progressively tapered from
day +100 to day +180. Based on our experience, UD group patients received Flu (150 mg/m2), Bu
(260 to 520mg/m2) and rabbit ATG (Thymoglobuline®, 5mg/kg total dose) (Flu-Bu-ATG)'®.
Additional GVHD prophylaxis was based on CSA alone for 10/10 UD or in association with MMF

for 9/10 UD. CSA and MMF were progressively stopped after day +90 and day +56.

80



Stem cell sources

Cell harvest was performed in-house per institutional standard operating procedures. Apheresis
was performed on granulocyte colony stimulating factor-mobilized peripheral blood stem cells
(PBSCs; minimal CD34+ cell target, 4x10°/kg recipient body weight) from adult donors using a
Spectra Optia cell processor (Terumo-BC, Lakewood, USA). Bone marrow (BM) was collected
without prior mobilization (total nucleated cell target, 4x108/kg recipient body weight).

Unmanipulated grafts were infused on day 0.

Statistical analysis

Outcomes of UD and HRD allo-HSCTs were reported according to classical endpoints. Cumulative
incidences that took competing risks into account were calculated using the Prentice method'’, and
the Fine and Gray model was used for univariate comparisons'®. Relapse and non-relapse deaths
were considered as mutually competing events in calculating CIR and NRM. Cumulative incidence
of GVHD considered deaths from any cause before GVHD as competing events. The Glucksberg
and the National Institutes of Health (NIH) classifications were used for grading acute GVHD
(aGVHD) and chronic GVHD (cGVHD), respectively'”*’. Progression-free survival (PFS) and
overall survival (OS) were calculated using the common Kaplan-Meier estimator, and the log rank
test was used for univariate comparisons®'. GVHD and relapse-free survival (GRFS) was used as
a composite endpoint considering relapse, death, and occurrence of grade 3—4 aGVHD and
systemic steroid requiring cGVHD (i.e. moderate or severe cGVHD according to NIH criteria) as
relevant events”. All time-to-event calculations started at the time of allo-HSCT, and patients were
censored at last contact in the absence of relevant events. To account for different baseline

characteristics between the two groups, a multivariate Cox proportional hazards model was used
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to determine hazard ratios (HRs, wherein the HR in the UD group was considered as reference HR
of 1.0) that were adjusted by age (as a continuous variable), disease risk index ([DRI] low vs.
intermediate vs. high or very high)*, and the intensity of conditioning regimens based on the
intravenous Bu total dose (MAC > 260mg/m? vs. RIC < 260mg/m?). Significance was defined as
p value <0.050, and trend as p=[0.050-0.100]. A match-paired analysis was performed using
propensity score calculation to match patients who underwent haplo-SCT and 10/10 unrelated-
SCT. 9/10 UD were excluded prior to matching (R-package “Matchlt”)**. Age, disease status at
allo-HSCT, disease type, DRI, and conditioning regimens were used to match patients from the
10/10 UD and HRD groups in a 1:1 ratio. Statistics were computed with R Project statistical
software version r-project.org.

RESULTS

Patient and transplantation characteristics

Table 1 summarizes patients and transplantation characteristics. We included 209 patients: 128 in
UD and 81 in HRD groups. Median age was 50 (19—-60), without significant difference between
the groups (p=0.896). Reasons for receiving HRD allo-HSCT were: absence of identified UD
(n=63); denial or unavailability of identified UD (n=15); progressive disease requiring shorter
delay for allo-HSCT (n=3). In UD group, 98 and 30 patients underwent 10/10 and 9/10 HLA-
matched unrelated-SCT, respectively. Compared to HRD group, UD group patients received more
frequently PBSCs (UD vs. HRD: 95% vs. 73%; p<0.001) and MAC regimens (UD vs. HRD: 38%
vs. 17%, p=0.001). We also observed a trend for slightly higher proportion of myeloid diseases in
the UD group (UD vs. HRD: 49% vs. 37%, p=0.063). Median follow-up periods were 27 (6—69)

and 38 (9—69) months for the UD and HRD groups, respectively (p=0.116).
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All patients: incidence of GVHD according to donor group

Cumulative incidence of aGVHD at day 100 (d100-aGVHD) was significantly higher in the UD
group (grade 2—4, 45% vs. 19%, p<0.001; grade 3—4, 17% vs. 2%, p=0.003; Table 2, Figure 1A—
B). We also observed a significantly lower incidence of 2 years cGVHD (2y-cGVHD) in the HRD
group (all grades, 17% vs. 31% p=0.040; moderate or severe, 2% vs. 20%, p<0.001, Table 2,
Figure 1C-D). Among patients who received the RIC regimen, significant differences were
observed comparing UD (n=80) vs. HRD (n=67) group: grade 2—4 d100-aGVHD 44% vs. 19%,
p=0.008; grade 3—4 d100-aGVHD 14% vs. 3%, p=0.050; all-grade of 2y-cGVHD 27% vs. 16%,
p=0.008; moderate or severe 2y-cGVHD 21% vs. 3%, p=0.002. Similar trends were observed in
subgroups who received MAC regimens: UD (n=48) vs. HRD (n=14): grade 2—4 d100-aGVHD,
46% vs. 14%, p=0.037; grade 3—4 d100-aGVHD, 23% vs. 0%, p=0.052; all grades cGVHD, 36%
vs. 21%, p=0.285; moderate or severe cGVHD, 19% vs. 0%, p=0.285). However, no significant
difference was observed in GVHD according to graft source within the HRD group (BM vs.
PBSCs: grade 3—4 d100-aGVHD: 0% vs. 3%, p=0.821; moderate or severe 2y-cGVHD: 0% vs 3%,
p=0.383). Multivariate analysis confirmed a lower risk of GVHD with haplo-SCT (grade 2—4
aGVHD, HR=0.42, p=0.002; grade 3—4 aGVHD, HR=0.21, p=0.014; all grades cGVHD, HR=0.50,

p=0.037; moderate or severe cGVHD, HR=0.09, p=0.001, Table 3).

All patients: NRM, CIR, PFS, OS, and GRFS according to donor group

No significant difference was observed in 2-years CIR (2y-CIR) between UD and HRD groups
(24% vs. 14%, p=0.176, Table 2, Figure 2A). This was also true in subgroup analyses based on
disease type (UD vs. HRD: myeloid disease [n=93], 20% vs.19%, p=0.867; lymphoid disease
[n=116], 27% vs.12%, p=0.110) and DRI (UD vs. HRD, intermediate [n=151], 19% vs.11%,
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p=0.406; high or very high [n=37], 55% vs. 32%, p=0.171). The cumulative incidence of 2 years
NRM (2y-NRM) were 25% for unrelated-SCT and 16% for haplo-SCT (p=0.118, Table 2, Figure
2B). At two years after allo-HSCT, we observed significantly better PFS (2y-PFS) and a trend for
better OS (2y-OS) with haplo-SCT (69% vs. 51% p=0.019; 72% vs. 62%, p=0.090; respectively;
Table 2, Figure 2C-D). The 2y-GRFS were 35% and 64% in UD and HRD groups, respectively
(p<0.001, Table 2, Figure 3). Multivariate analysis confirmed that the PFS and the GRFS were
significantly better after haplo-SCT (PFS, HR=0.56, p=0.015; GRFS, HR=0.43, p<0.001).
Moreover, in the HRD group, we observed trends for lower risk of NRM (HR=0.55, p=0.077), CIR

(HR=0.58, p=0.096), and better OS (HR=0.60, p=0.063) (Table 3).

Match-paired analyses

Based on age, disease status at allo-HSCT time, disease type, DRI, and conditioning regimen
intensity, 81 patients in the 10/10 UD group were matched with 81 patients in the HRD group.
Table 1 describes the characteristics of the match-paired cohort. After matching, no significant
differences in the criteria listed above remained between the two groups. Univariate analysis
revealed a significantly lower incidence of GVHD with haplo-SCT (Table 2). Multivariate analysis
confirmed the lower risk of GVHD in the HRD group (grade 2—4 aGVHD, HR=0.39, p=0.002;
grade 3—4 cGVHD, HR=0.24, p=0.029; all grades cGVHD, HR=0.43, p=0.012; moderate or severe
c¢GVHD, HR=0.09, p=0.001) (Table 3). Moreover, in the HRD group, we observed significantly
better GRFS (HR=0.47, p=0.001), a trend for better PFS (HR=0.66, p=0.097) and OS (HR=0.62,
p=0.098), and no significant difference in CIR (HR=0.78, p=0.493) or NRM (HR=0.55, p=0.169)

(Table 3).
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DISCUSSION
Allo-HSCT is limited by MSD availability. Hence, UDs are common alternatives. In 2008, 34,000

UD searches were initiated, while 10,481 patients received allo-HSCT®. haplo-SCT has become a
valuable alternative, increasingly used according to an EBMT survey”®. PT-Cy has strongly
contributed to this increase as an effective GVHD prophylaxis limiting extensive ex vivo graft
manipulations. T-replete haplo-SCT with PT-Cy was initially reported after NMAC (Cy-Flu-
TBI2Gy) by the Baltimore group’. Low incidence of GVHD made this strategy appealing for
elderly patients®”. Thus we reported that haplo-SCT compared favorably with unrelated-SCT for

patients above 60'**’

. We investigated the suitability of this approach for younger patients
commonly receiving more intensive regimens. We therefore retrospectively compared outcomes

of PT-Cy based haplo-SCT and ATG-based unrelated-SCT for patients under 60 with

hematological malignancies.

We observed low incidence of GVHD with haplo-SCT, especially for severe forms (2% of grade
3—4 d100-aGVHD and 2% of moderate or severe 2y-cGVHD). This finding was consistent with
literature on PT-Cy based haplo-SCT showing less than 5% of grade 3—4 aGVHD and 20% of
c¢GVHD** ", Several retrospective studies compared GVHD incidence between HRD and UD allo-
HSCT, offering discordant results : either lower GVHD incidence rates after haplo-SCT especially
for cGVHD? ) or no differences®* . This can be explained by different transplantation
procedures and patient characteristics. In our study, all HRD group patients got PT-Cy, whereas all
UD group patients received ATG (5mg/kg). Our approach therefore not only allows to understand
the donor type influence, but more importantly to compare overall HRD and UD allo-HSCT

platforms. We used the standard GVHD prophylaxis based on ATG for unrelated-SCT although
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we acknowledge that GVHD incidence might be reduced by using methotrexate or MMF*’ *° and
that PT-Cy was reported as an effective alternative*'**>. Multicenter randomized prospective trials
are ongoing to optimize GVHD prophylaxis after UD (NCT02416388: CSA alone vs. CSA+MMF;

NCT02876679: ATG vs. PT-Cy).

Although we could expect low rates of GVHD to be associated with high relapse incidence, no
increase of CIR with haplo-SCT was observed (UD vs. HRD, 24% vs. 14%; p=0.176). Our results
suggest that haplo-SCT allows a separate anti-leukemia effect without any aGVHD or cGVHD.
This effect could be mediated by T cells or other immune effectors before being stopped by PT-Cy
as proposed by Gale et al.*. Subgroup analyses of CIR based on disease type (myeloid vs.
lymphoid) and DRI (low or intermediate vs. high or very high) didn’t reveal significant differences
between donor groups, despite a slight difference in baseline diseases (lymphoid malignancies:
51% vs. 63%, p=0.071). Also, after adjusting baseline disease through match-paired analysis, no
significant relapse difference was observed in univariate (UD vs. HRD, 14% vs 20%, p=0,728) and
multivariate models (HR=0.78, p=0.493). We thus suggest that disease control is not worse after

haplo-SCT.

Altogether feasibility and efficacy results indicate better outcomes in the HRD group, with
significantly better GRFS in all analyses (univariate, multivariate, whole and match-paired

cohorts). EBMT and CIBMTR studies comparing HRD and UD didn’t show significant differences

3134 4445

in CIR and outcomes for both acute leukemia and lymphoma settings. The originality of

our results likely comes from the patients age and the comparison of the overall platforms.

Several limitations may be raised due to the retrospective nature of this study. While UD was our

standard alternative to MSD, our HRD program initially included patients with higher risk and/or
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advanced disease, and progressively introduced standard risk patients (i.e. AML CR1). This partly
explains the imbalance in disease type and status, which was counterbalanced by using
multivariate, subgroup, and pair-matched analyses. Favoring UD identification before HRD may
also imbalance donor search delay between the UD and HRD groups. An ongoing intent-to-treat
prospective phase III clinical trial of randomized UD vs. HRD starting from donor search
(NCT02623309) will address this issue. Furthermore, HRD group patients more frequently
received BM grafts compared to UD group (27% vs 5%, p<0,001). Low numbers of BM in UD
group avoided inclusion of this variable in the multivariate model or the pair-matched analysis. As
for HRD group, no impact of graft source was reported. The impact of PBSCs on GVHD in lieu of
BM for haplo-SCT with PT-Cy is still under discussion’'*~%. In the UD group, 30 allo-HSCT
(23%) used 9/10 UDs because it was historically the first alternative in absence of 10/10 UD.
Besides, we reported that GVHD prophylaxis based on ATG, CSA, and MMF permitted the use of
9/10 UDs with similar GVHD incidence rates, especially for younger patients*. Nevertheless, we
only considered patients with 10/10 UD for matched analysis to balance out the potential increase
in GVHD risk; this was supported by similar trends observed in both the whole and the match-
paired cohorts. Cost wise, we previously reported haplo-SCT prominence. Indeed, both pre-

transplantation and follow-up phase were more expensive with unrelated-SCT*".

In conclusion, our analysis suggests that PT-Cy-based haplo-SCT is a valuable alternative to ATG-
based unrelated-SCT for patients under 60 with hematological malignancies. Indeed, haplo-SCT is
associated with lower GVHD incidence and no lower antitumor effect and might thus be chosen as
first alternative to MSDs considering donor availability, timing, and cost issues. Further work is

required to optimize selection criteria for choosing the best HRD or UD.
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TABLE 1 - PATIENTS AND TRANSPLANTATION CHARACTERISTICS

HRD UD Total 10/10 UD
p-value Matched p-value
N % N % N %
n 81 128 81
Age, yr, median (range) 50  (19-60) 49 (19-60) 0.896 50 (21-60)  0.371
Diagnosis 0.071 0.113
Mpyeloid Disease 30 37% 63 49% 41 51%
AML 18 22% 45 35% 22 27%
MDS 6 7% 11 9% 8 10%
MF 3 4% 9 7% 3 4%
MPN 3 4% 1 1% 1 1%
Lymphoid Disease 51 63% 65 51% 40 49%
ALL 2 2% 19 15% 5 6%
CLL 2 2% 8 6% 8 10%
NHL 18 22% 8 6% 8 10%
HL 23 28% 16 13% 15 19%
MM 6 7% 10 8% 10 12%
Disease status before 0.106 0.384
transplant
Complete Response 55 68% 101 79% 61 75%
Active Disease 26 32% 27 21% 20 25%
Disease Risk Index 0.355 0.470
LR 10 12% 11 9% 8 10%
IR 54 67% 97 76% 61 75%
HR/VHR 17 21% 20 15% 12 15%
Conditionning regimen <0.001 <0.001
Based on TBI 28 36% 0 0% 0 0%
Based on Busulfan 52 64% 128 100% 81 63%
Intensity of conditionning 0.003 0.134
regimen
RIC/NMAC 67 83% 80 62% 58 72%
MAC 14 17% 48 38% 23 28%
Stem cell source <0.001 <0.001
BM 22 27% 6 5% 3 4%
PBSC 59 73% 122 95% 78 96%

AML: Acute Myeloid Leukemia; MDS: Myelodysplastic syndrom ; MF: Myelofibrosis; MPN
Myeloproliferative Neoplasm: ALL: Acute Lymphoblastic Leukemia; CLL: Chronic Lymphocytic
Leukemia; HL: Hodgkin Lymphoma; NHL: Non Hodgkin Leukemia: MM: Multiple Myeloma; HR : High
Risk ; VHR : Very High Risk ; IR : Intermediate Risk ; LR : Low Risk ; BM: Bone Marrow; BSC: Peripheral
Blood Stem Cells ; RIC/NMAC: Reduce Intensity Conditionning / Non Myeloablative Conditionning;
MAC: Myeloablative Conditionning
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TABLE 2 - UNIVARIATE ANALYSES OF OUTCOME

HRD _ 10/10 UD Pair-matched
(n=81) UD Total (n=128) (n=81)
2-y % 95CI 2-y % 95CI p-value 2-y % 95CI p-value

Acute GVHD
Grade II-1V 19 (10-27) 45 (35-53) 0.001 46 (34-56) 0.001
Grade III-IV 2 (0-6) 17 (10-23) 0.003 15 (7-22) 0.014
Chronic GVHD
All grades 17 (8-26) 31 (22-39) 0.040 36 (24-46) 0.012
Extensive 2 (0-6) 20 (13-27)  <0.001 24 (14-33) <0.001
NRM 17 (8-25) 25 (17-32) 0.119 26 (16-35) 0.125
CIR 14 (6-21) 24 (16-31) 0.176 20 (11-29) 0.728
PFS 69 (60-81) 51 (43-61) 0.019 53 (43-66) 0.138
OS 73 (63-84) 63 (55-72) 0.090 63 (52-75) 0.143
GRFS 65 (55-76) 34 (27-44)  <0.001 34 (25-47) 0.002

GVHD: Graft Versus Host Disease; NRM: Non Relapse Mortality; CIR: Cumulative Incidence of Relapse;
OS: Overall Survival; PFS: Progression Free Survival; GRFS: Graft versus host disease and Relapse Free
Survival; 2-y%: 2-year estimation; 95CI: 95% confidence interval.
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TABLE 3 - MULTIVARIATE ANALYSIS SHOWING THE IMPACT OF THE DONOR

Total (n=209)**

Pair-Matched (n=162)***

HR* 95CI p-value HR* 95ClI p-value

Acute GVHD

Grade II-1V 0.42 (0.24-0.73) 0.002 0.39 (0.22-0.70) 0.002
Grade III-1V 0.21 (0.06-0.73) 0.014 0.24 (0.07-0.86) 0.029
Chronic GVHD

All grades 0.50 (0.27-0.96) 0.037 0.43 (0.22-0.83) 0.012
Extensive 0.09 (0.02-0.39) 0.001 0.09 (0.02-0.37) 0.001
NRM 0.55 (0.29-1.06) 0.077 0.55 (0.27-1.12) 0.169
CIR 0.58 (0.31-1.10) 0.096 0.78 (0.38-1.59) 0.493
PFS 0.56 (0.36-0.89) 0.015 0.66 (0.40-1.07) 0.097
(01} 0.60 (0.36-1.02) 0.063 0.62 (0.35-1.09) 0.098
GRFS 0.43 (0.28-0.66) <0.001 0.47 (0.30-0.74) 0.001

*HR were adjusted by age, disease status before allo-HSCT, disease type and conditioning regimen.
GVHD: graft versus host disease; NRM: non relapse mortality; CIR: cumulative incidence of relapse; OS:
overall survival; PFS: progression free survival; GRFS: graft versus host disease and relapse free survival.

** Baseline was UD. *** Baseline was 10/10 UD matched.
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FIGURE 1
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Figure 1: Cumulative incidence of grade 2-4 (A) and grade 3-4 (B) acute GVHD; and all grades
(C) and moderate or severe (D) chronic GVHD in the whole cohort according to the donor group.
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FIGURE 2
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Figure 2: CIR (A), NRM (B), PFS (C) and OS (D) in the whole cohort according to the donor

group.
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FIGURE 3
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Figure 3: GRFS in the whole cohort according to donor group.
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RESUME

La greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques (allo-CSH) est limitée par la
disponibilité d’un donneur HLA identique apparenté (MSD). L'utilisation alternative de donneurs
non apparentés (UD) est actuellement contestée par le recours a des donneurs apparentés
partiellement compatibles dit haploidentiques (HRD). Nous avons analysé rétrospectivement 209
patients consécutifs de moins de 60 ans traités par allo-CSH a partir de UDs (n=128) ou de HRDs
(n=81). Les incidences cumulées a 2 ans de maladie aigiie du greffon contre I’hote (GVHD) de
grade 3-4 (17% vs 2%, p = 0,003) et de GVHD chroniques modérées et séveres (20% vs 2%, p
<0,001) étaient significativement plus ¢levées dans le groupe UD. La survie sans progression (PFS)
était significativement meilleure dans le groupe HRD (51% vs 69%, p=0,019). Aucune différence
significative n’a été observée concernant les incidences cumulées de rechute (CIR), la mortalité
non liée a la rechute (NRM) et la survie globale (OS). L’analyse multivariée a confirmé le risque
plus faible de GVHD aigiie et chronique (GVHD aigiie : grade 2-4, HR=0,33, p<0,001; grade 3-4,
HR=0,18, p=0,025 ; GVHD chronique : tous grades, HR=0,52, p=0,043; modéré et sévére,
HR=0,06, p=0,008), une meilleure PFS (HR=0,56, p=0,015) ainsi qu’une meilleure survie sans
GVHD et sans rechute (HR=0,43, p<0,001) dans le groupe HRD. L’ensemble des résultats a été
confirmé dans une analyse appariée. Au total, en l'absence de (MSD), I'utilisation d’un HRD
pourrait €tre considérée comme une alternative appropri¢e pour des patients de moins de 60 ans
atteints d’hémopathies malignes.

Mots clefs : Greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques ; Donneurs haploidentiques
vs donneurs non apparentgs.

ABSTRACT

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) is limited by availability of HLA
matched sibling donors (MSDs). The alternative use of unrelated donors (UDs) is currently
challenged by haploidentical-related donors (HRDs). We retrospectively analyzed 209 consecutive
patients younger than 60 years undergoing allo-HSCT from UDs (n=128) or HRDs (n=81).
Cumulative incidences of grade 3—4 acute (17% vs. 2%, p = 0.003) and 2-year moderate and severe
chronic (20% vs. 2%, p < 0.001) GVHD were significantly higher with UD. Progression free
survival (PFS) was significantly better with HRD (51% vs. 69%, p = 0.019), without significant
difference in the cumulative incidence of relapse (CIR), non-relapse mortality (NRM), and overall
survival (OS). Multivariate analyses confirmed the lower risk of acute and chronic GVHD (grade
2-4, HR = 0.33, p < 0.001; grade 3—4, HR = 0.18, p = 0.025; all grades, HR = 0.52, p = 0.043;
moderate and severe, HR = 0.06, p = 0.008), better PFS (HR = 0.56, p = 0.015) and GRFS (HR =
0.43, p <0.001) with HRD. This was confirmed in match-paired analysis. In the absence of MSDs,
HRD could be considered as a suitable alternative for patients younger than 60 years

Short title: HRD-SCT with PT-Cy vs UD-SCT with ATG for patients under 60
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